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α,β-meATP α, β-metilén-adenosina-5’-trifosfato 
AA ácido araquidónico 
Aβ péptido beta-amiloide 
ABC ATP binding cassette 
AD Enfermedad de Alzheimer 
ADAM Desintegrina y Metaloproteinasa (del inglés A disintegrin and 
metalloproteinase) 
ADN Ácido desoxirribonucleico 
ADNc ADN complementario 
ADP  Adenosina-5’-difosfato 
AICD Dominio intracelular de la proteína precursora de amiloide 
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AMP Adenosina-5’-monofosfato 
AMPA Ácido α-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiónico 
AMPc Adenosina-5’-monofosfato cíclico 
AP Fosfatasa alcalina 
APH-1 Subunidad APH-1 de la gamma secretasa  
APP Proteína precursora de amiloide 
APPL Proteína precursora de amiloide-like 
Ap4A  P1,P4-Di(adenosina-5’)tetrafosfato 
Ap5A  P1,P5-Di(adenosina-5’)pentafosfato 
ARN Ácido ribonucleico 
ARNm  Ácido ribonucleico mensajero 
ARNt Ácido ribonucleico de transferencia 
ATP  Adenosina-5’-trifosfato 
BACE1 Beta-secretasa 1 
BACE2 Beta-secretasa 2 
BBG Azul brillante G (del inglés Brilliant Blue G) 
BSA Albúmina de suero bovino 
BzATP 3’-O-(4-benzoil)benzoil adenosina-5’-trifosfato 
CaMK Calmodulina quinasa 
CCD Cámara con dispositivo de carga acoplada (del inglés charge-
coupled device) 
CREB Proteína de unión al elemento de respuesta a AMPc 
CTF Fragmentos carboxilo terminal  
Cy3 Cianina tipo 3 
DAG Diacilglicerol 
DCC Receptor DCC de Netrina 
DEPC Dietilpirocarbonato 
DMSO Dimetil sulfóxido 
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EC50 Concentración de agonista que produce el 50% del efecto máximo 
EDTA Ácido etilén-diamino tetraacético 
EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico 
E-NPP Ectonucleótido pirofosfatasa/fosfodiesterasas 
E-NTPDasa Ectonucleósido trifosfato difosfohidrolasas 
ERK Quinasa regulada por señalización extracelular 
FAD Enfermedad de Alzheimer Familiar 
FBS Suero fetal bovino 
GABA Ácido γ-aminobutírico 
GFAP Proteína glial fibrilar ácida 
GFP Proteína verde fluorescente 
GPCR Receptor acoplado a proteínas G 
GPI Glicosil fosfatidil inositol 
GRK-3 Quinasa de receptores acoplados a proteína G 
GSK-3 Glucógeno sintasa quinasa 3 
GTP Guanosina 5’-trifosfato 
hAPP APP humana 
HEK Células embrionarias de riñón humano 
HRP Peroxidasa de rábano 
Hsp Proteína de choque térmico 
IC50 Concentración de inhibidor que produce el 50% del efecto máximo 
ICD Dominios intracelulares 
Ig Inmunoglobulina 
IP3 Inositol trifosfato 
IUPHAR Comité de Nomenclatura de la Unión Internacional de 
Farmacología 
JNK Quinasa c-Jun N-terminal 
KA Kainato 
KN-62 1-[N,O-Bis(5-isoquinolinesulfonil)-N-metil-L-tirosil]-4fenilpiperazina 
KO Knock out 
MAGuK Guanilato quinasa P55 asociada a membrana 
MAP Proteína asociada a microtúbulos 
MAPK Proteínas quinasas activadas por mitógenos 
MDCK Células epiteliales de riñón canino Madin-Darby 
mGluR Receptor metabotrópico de glutamato 
MTT Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 
NANC No-adrenérgicos no-colinérgicos 
NFT Ovillos neurofibrilares 
NDP Nucleótido difosfato 
NMDA N-metil-D-aspartato 
NMP Nucleótido monofosfato 
NO Óxido nítrico 
NTP Nucleótido trifosfato 
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oATP Adenosina-5´- trifosfato oxidado 
OCT Optimal Cutting Temperature Compound 
PBS Tampón fosfato salino (Phosphate Buffered Saline) 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa 
PDGF Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas 
PEN-2 Subunidad PEN-2 de la gamma secretasa 
PFA p-formaldheído 
PI4K Fosfatidilinositol-4-quinasa 
PKC Proteína quinasa C (dependiente de Ca2+/fosfolípidos) 
PKD Proteína quinasa D 
PLC Fosfolipasa C 
PPADS Ácido piridoxalfosfato-6-azofenil-2',4'-disulfónico  
PS Presenilinas 
RGD Arginina-Glicina-Aspártico 
RPTPβ Tirosina fosfatasa β 
RT Transcripción inversa  
RT-PCR Reacción en cadena de la polimerasa de transcripción inversa 
sAPP  Fragmento soluble de la APP 
sAPPα Fragmento soluble α de la APP 
sAPPβ Fragmento soluble β de la APP 
SEM Error estándar de la media 
SDS Dodecil sulfato sódico 
shRNA Ácido ribonucléico small harpin 
SNC Sistema nervioso central 
SNP Polimorfismo de un solo nucleótido 
TACE Enzima convertidora del factor de necrosis tumoral α 
TGN Red del trans Golgi 
TM Transmembrana 
TNP 2 ', 3'-O- (2,4,6-trinitrofenil) 
TNAP Fosfatasa alcalina no específica de tejido 
TNF-α Factor de necrosis tumoral α 
UDP Uridina 5’-difosfato 
UTP Uridina-5’-O-(3-trifosfato) 
VOCC Canales de Ca2+ operados por voltaje 
VNUT Transportador vesicular de nucleótidos 

































Role of P2X7 and P2Y2 receptors in the α-secretase-dependent processing 




ATP exerts fundamental functions at the extracellular level in numerous 
biological processes through the activation of P2X and/or P2Y purinergic 
receptors. 
One of the pathological characteristics of Alzheimer's disease is the 
appearance of extracellular neuritic plaques, which are deposits of β-amyloid (Aβ) 
peptides. These peptides are produced by the proteolytic cleavage of the amyloid 




Since purinergic receptors are involved in numerous neurological 
processes, we tried to elucidate whether they could play a role in the development 
of neurodegenerative diseases. Specifically, in the processing of APP, a key step 




The effect of the activation of the P2X7 receptor on α-CTF C83 levels has 
been studied using N2a cells as a model. Stimulation of the cells with the P2X7 
agonist BzATP led to a reduction of the C83 levels after 2 and 4 hours of 
incubation. This decrease in C83 levels was due to the activation of a P2X7 type 
receptor, since the presence of the P2X7 antagonist BBG reversed the inhibitory 
effect of BzATP. 
The effect of different concentrations of BzATP on C83 levels was 
subsequently studied, this agonist showing a biphasic effect: Low concentrations 








concentrations of the nucleotide increased the α-secretase activity. Given that both 
the presence of the antagonist BBG and the silencing of P2X7 expression by 
shRNA only reversed the inhibitory effect of BzATP on C83 levels, without affecting 
the activatory effect, it seems clear that BzATP, at high concentrations, activates 
a purinergic receptor other than P2X7 in N2a cells. 
The pharmacological characterization of the receptor responsible for the 
increase of α-secretase activity revealed that this receptor is equipotently activated 
by ATP and UTP (UDP being less active), responds to Ap4A and Up4U and is 
inhibited by suramin but not by BBG. This pharmacological pattern is compatible 
with the presence of a P2Y2 receptor.  
Since the modulation of glycogen synthase kinase 3 (GSK-3) activity by the 
P2X7 receptor has been described (Díaz-Hernández et al., 2008) and changes in 
GSK-3 activity modify the production of the Aβ peptide, we wondered if the 
inhibitory action of the P2X7 receptor on α-secretase activity could be mediated 
through GSK-3. Blockade of the P2X7 receptor induced a significant increase in 
serine 9/21 phosphorylation of GSK-3 enzyme (inactive GSK- 3) as well as a 
significant increase in the product of the α-secretase, α-CTF C83. On the other 
hand, an increase in the production of the C83 fragment was observed in response 
to the GSK-3 inhibitor SB216763. In contrast, treatment with Bz-ATP caused a 
significant decrease in the levels of the C83 fragment in N2a cells. The effect of 
the P2X7 receptor antagonists on α-secretase activity is mediated through the 
phosphorylation and inhibition of GSK-3, since this effect is reversed when the cells 
are transfected with a mutated form of the enzyme that cannot be inhibited by 
phosphorylation. This effect was corroborated in HEK cells transfected with the 
P2X7 receptor. 
Finally, we analyzed the effect of the in vivo inhibition of the P2X7 receptor 
in J20 mice, a model for the study of early events in familial Alzheimer's disease 
(FAD) (Mucke et al., 2000). When GSK-3 activity was analyzed by western blot, 
measuring the ratio between Ser9 phosphorylated GSK-3 and the total levels of 
the enzyme, a constitutive hypophosphorylation of GSK-3 was observed in the 








hypophosphorylation suggests that hyperactivated GSK-3 may contribute to 
triggering early events in FAD. Sustained in vivo inhibition of the P2X7 receptor by 
the administration of the BBG antagonist prevented the development of amyloid 
plaques in the hippocampus of the J20 mice. The increase in the levels of 
phosphorylated GSK-3 together with the increased production of the non-
amyloidogenic fragment of the APP in BBG treated J20 mice, confirm that the in 
vivo administration of a P2X7 inhibitor potentiates the α-secretase activity through 
GSK-3. Finally, the fact that the inhibition of the P2X7 receptor favours the 
production of the non-amyloidogenic fragment of the APP, indicates that the 
reduction in the number and size of the Aß plaques caused by the treatment with 
BBG is not due to the direct action of this compound on the amyloid fibers, as 
previously described for the Congo red dye (Lorenzo and Yankner, 1994, Sánchez 
et al., 2003). On the other hand, blockade of the P2X7 receptor did not modify 
either the number nor the morphology of microglial cells in the hippocampus of the 
J20 mice, so it does not seem probable that the effects of the treatment with BBG 











1. N2a cells possess two types of purinergic receptors, with opposite 
effects on α-secretase activity: Activation of the P2X7 receptor causes 
a reduction in the activity of this enzyme, while activation of the P2Y2 
receptor leads to an increase in the activity of α-secretase.  
2.  The pharmacological inhibition of the P2X7 receptor increases the α-
secretase activity, favouring the non-amyloidogenic processing of APP, 
this effect being mediated through the phosphorylation and inhibition of 
GSK-3. 
3.  In vivo inhibition of the P2X7 receptor increases the α-secretase 
activity and decreases the number and size of amyloid plaques in an 






















Papel de los receptores P2X7 y P2Y2 en el procesamiento de la APP 
dependiente de alfa-secretasa: Control de la formación de placas amiloides in vivo 




El ATP ejerce funciones fundamentales a nivel extracelular en numerosos 
procesos biológicos a través de la activación de los receptores purinérgicos P2X 
y/o P2Y. 
Una de las características patológicas de la enfermedad de Alzheimer es 
la aparición de placas neuríticas extracelulares, que son depósitos de péptidos β-
amiloide (Aβ). Estos péptidos se producen por la escisión proteolítica de la 




Dado que los receptores purinérgicos están involucrados en numerosos 
procesos neurológicos, intentamos dilucidar si podrían desempeñar un papel en 
el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. Específicamente, en el 





Se ha estudiado el efecto de la activación del receptor P2X7 sobre los 
niveles de α-CTF C83 utilizando células N2a como modelo. La estimulación de las 
células con el agonista de P2X7 BzATP llevó a una reducción de los niveles de 
C83 después de 2 y 4 horas de incubación. Esta disminución en los niveles de 
C83 se debió a la activación de un receptor tipo P2X7, ya que la presencia del 
antagonista de P2X7 BBG revirtió el efecto inhibitorio del BzATP. 
Posteriormente se estudió el efecto de diferentes concentraciones de 





concentraciones de BzATP (hasta 100 μM) indujeron una reducción en los niveles 
de C83, mientras que concentraciones más altas del nucleótido aumentaron la 
actividad α-secretasa. Dado que tanto la presencia del antagonista BBG como el 
silenciamiento de la expresión de P2X7 por shRNA solo revirtieron el efecto 
inhibidor de BzATP sobre los niveles de C83, sin afectar el efecto activador, parece 
claro que el BzATP, a altas concentraciones, activa un receptor purinérgico distinto 
del P2X7 en células N2a. 
La caracterización farmacológica del receptor responsable del aumento de 
la actividad α-secretasa reveló que este receptor es activado de manera 
equipotente por ATP y UTP (siendo UDP menos activo), responde a Ap4A y Up4U 
y es inhibido por suramina pero no por BBG. Este patrón farmacológico es 
compatible con la presencia de un receptor P2Y2.  
Dado que la modulación de la actividad de la glucógeno sintasa quinasa 3 
(GSK-3) por el receptor P2X7 ya se ha descrito (Díaz-Hernández et al., 2008) y 
los cambios en la actividad de GSK-3 modifican la producción del péptido Aβ, nos 
preguntamos si la acción inhibitoria del receptor P2X7 sobre la actividad de la α-
secretasa podría estar mediada a través de GSK-3. El bloqueo del receptor P2X7 
indujo un aumento significativo en la fosforilación de la serina 9/21 de la enzima 
GSK-3 (GSK-3 inactiva), así como un aumento significativo en el producto de la α-
secretasa, α-CTF C83. Por otro lado, se observó un aumento en la producción del 
fragmento C83 en respuesta al inhibidor de GSK-3 SB216763. Por el contrario, el 
tratamiento con Bz-ATP causó una disminución significativa en los niveles del 
fragmento C83 en células N2a. El efecto de los antagonistas del receptor P2X7 
sobre la actividad α-secretasa está mediado a través de la fosforilación e inhibición 
de GSK-3, ya que este efecto se revierte cuando las células se transfectan con 
una forma mutada de la enzima que no puede ser inhibida mediante fosforilación. 
Este efecto fue corroborado en células HEK transfectadas con el receptor P2X7. 
Finalmente, analizamos el efecto de la inhibición in vivo del receptor P2X7 
en ratones J20, un modelo para el estudio de eventos tempranos en la enfermedad 
de Alzheimer familiar (FAD) (Mucke et al., 2000). Cuando se analizó la actividad 





Ser9 y los niveles totales de la enzima, se observó una hipofosforilación 
constitutiva de GSK-3 en el hipocampo de los ratones J20, en comparación con 
sus hermanos de camada control. La hipofosforilación de GSK-3 sugiere que 
GSK-3 hiperactivado puede contribuir a desencadenar eventos tempranos en 
FAD. La inhibición in vivo, sostenida en el tiempo, del receptor P2X7 por la 
administración del antagonista BBG evitó el desarrollo de placas amiloides en el 
hipocampo de los ratones J20. El aumento en los niveles de GSK-3 fosforilado 
junto con el aumento de la producción del fragmento no amiloidogénico de la APP 
en ratones J20 tratados con BBG, confirma que la administración in vivo de un 
inhibidor de P2X7 potencia la actividad α-secretasa a través de GSK-3. 
Finalmente, el hecho de que la inhibición del receptor P2X7 favorece la producción 
del fragmento no amiloidogénico de la APP, indica que la reducción en el número 
y tamaño de las placas de Aß causada por el tratamiento con BBG no se debe a 
la acción directa de este compuesto sobre las fibras amiloides, como ha sido 
descrito anteriormente para el colorante rojo Congo (Lorenzo y Yankner, 1994; 
Sánchez et al., 2003). Por otro lado, el bloqueo del receptor P2X7 no modificó el 
número ni la morfología de las células microgliales en el hipocampo de los ratones 
J20, por lo que no parece probable que los efectos del tratamiento con BBG en 








1. Las células N2a poseen dos tipos de receptores purinérgicos, con 
efectos opuestos sobre la actividad de la α-secretasa: la activación del 
receptor P2X7 causa una reducción en la actividad de esta enzima, 
mientras que la activación del receptor P2Y2 conduce a un aumento en 
la actividad α-secretasa.  
2.  La inhibición farmacológica del receptor P2X7 aumenta la actividad de 
la α-secretasa, favoreciendo el procesamiento no amiloidogénico de la 
APP, este efecto está mediado a través de la fosforilación e inhibición 
de GSK-3. 
3. La inhibición in vivo del receptor P2X7 aumenta la actividad de la α-
secretasa y disminuye el número y el tamaño de las placas amiloides 

















1. EL SISTEMA PURINÉRGICO. 
1.1 Los nucleótidos en la neurotransmisión. 
El ATP (adenosina 5´-trifosfato) es una molécula indispensable para el 
desarrollo de la vida. A nivel intracelular constituye la fuente de energía libre en el 
metabolismo, colabora en el mantenimiento de gradientes iónicos de membrana, 
en la regulación enzimática, en la síntesis de macromoléculas o en el trabajo 
mecánico del movimiento celular. Además, el ATP es el precursor, junto con otros 
nucleótidos, de los ácidos nucleicos. El hecho de que la molécula de ATP sea 
incapaz de atravesar por sí misma la membrana plasmática debido a su tamaño y 
naturaleza iónica, unido a que es rápidamente hidrolizada por las 
ectonucleotidasas en el exterior de la célula, hicieron pensar que el ATP poseía 
funciones únicamente intracelulares. Esto provocó un gran retraso en el 
descubrimiento del importante papel de los nucleótidos como mensajeros 
extracelulares. Sin embargo, hoy en día se conoce la participación de los 
nucleótidos, como moléculas de señalización extracelular, en multitud de 
procesos, entre los que se encuentran la contracción muscular, la secreción 
endocrina y paracrina, la respuesta inmune e inflamatoria, la agregación 
plaquetaria, la función cardíaca, y dentro del sistema nervioso, en la transmisión 
del dolor, neuroprotección, control central de funciones autónomas y modulación 
de la neurotransmisión (Gordon, 1986; Dubyak y el-Moatassim, 1993; Burnstock, 
1997, 2007a) 
El diverso rango de actividades extracelulares en las que intervienen las 
purinas se empezó a conocer con los trabajos de Drury y Szent-Györgyi en 1929 
(Drury y Szent-Gyorgyi, 1929), que demostraron que la adenosina y los ácidos 
adenílicos (AMP, ADP y ATP) extraídos de corazón y músculo liso producían 
diversos efectos biológicos tales como la vasodilatación de las arterias coronarias 
y la disminución de la presión arterial. Posteriormente, se describieron acciones 
sobre otros tejidos y se comenzó el estudio de las acciones del ATP en el sistema 
nervioso. Sin embargo, pasaron 40 años hasta que se descubrieron unos nervios 
denominados no-adrenérgicos no-colinérgicos (NANC), que liberaban ATP como 




En 1983 Jahr y Jessel obtuvieron la primera prueba directa de las acciones 
extracelulares del ATP en el sistema nervioso central (SNC), al registrar corrientes 
de entrada en neuronas del asta dorsal de la médula espinal tras la estimulación 
con ATP (Jahr y Jessell, 1983). Ese mismo año  se observó el mismo efecto en 
neuronas de diversos ganglios sensoriales (Krishtal et al., 1983). Posteriormente 
se describió la implicación del ATP en la transmisión de sensaciones 
propioceptivas (Salter et al., 1993) y de señales nociceptivas medulares (Chen et 
al., 1995). En lo referente a estructuras encefálicas, se registraron por primera vez 
corrientes postsinápticas excitatorias en cortes de habénula medial (Edwards et 
al., 1992) y en el hipocampo (Pankratov et al., 1998). 
Todo ello indicaba que el ATP debía y debe ser considerado un verdadero 
neurotransmisor rápido dentro del SNC. Sin embargo, los nucleótidos pueden 
ejercer también acciones a largo plazo en las neuronas, como diferenciación, 
crecimiento de neuritas o supervivencia, además de intervenir en procesos 
patológicos como isquemia, enfermedades neurodegenerativas o trauma cerebral 
(Burnstock, 2007a, 2008). 
Recientemente se ha denominado al complejo molecular responsable de 
los efectos biológicos de los ligandos extracelulares de purina y pirimidina 
purinoma (Figura 1) (Volonte y D'Ambrosi, 2009). El purinoma está formado por 
una gran variedad de ligandos purinérgicos y pirimidinérgicos, receptores 
purinérgicos P1 (receptores de nucleósidos) y P2 (receptores de nucleótidos), 
ecto-enzimas del metabolismo de los nucleótidos (ecto-nucleotidasas) y 













Figura 1. Esquema representativo del purinoma. La maquinaria proteica involucrada en la 
interacción biológica de los ligandos extracelulares de purina y pirimidina: receptores como P2X y 
P2Y de nucleótidos tri- y di-fosfatos, o receptores de nucleósidos y nucleótidos monofosfato P1; 
enzimas de hidrólisis de nucleótidos extracelulares, como ecto-nucleótido trifosfo difosfohidrolasas 
(E-NTPDasas), pirofosfatasas/fosfodiesterasas (E-NPP), ecto-5’nucleotidasa (CD73) y fosfatasas 
alcalinas (AP); transportadores de nucleósidos (CNT/ENT); transportadores de nucleótidos (VNUT) 
y canales (conexinas y panexinas). Adaptado de Volonté y D’Ambrosi, 2009.  
 
1.2 Almacenamiento y liberación de nucleótidos. 
La señalización extracelular mediada por ATP o por cualquier otro 
nucleótido requiere de la presencia de dichos compuestos en el medio 
extracelular. En este sentido, se ha descrito que el ATP y otros nucleótidos están 
presentes en una amplia variedad de vesículas de almacenamiento y secreción, 
como por ejemplo las vesículas aminérgicas y colinérgicas de los tejidos neurales 















Sin embargo, hasta hace poco tiempo se asumía que la única fuente de ATP 
extracelular procedía de células dañadas o muertas. Hoy en día está reconocido 
que la liberación de ATP de células sanas es un mecanismo fisiológico (Bodin y 
Burnstock, 2001; Lazarowski et al., 2003). 
El concepto de cotransmismión fue acuñado en los años 70 y postulaba la idea de 
que una misma célula nerviosa podía almacenar y liberar diferentes tipos de 
neurotransmisores. De acuerdo con este concepto, se describió posteriormente el 
almacenamiento y liberación del ATP en terminales colinérgicas (Richardson y 
Brown, 1987), noradrenérgicas simpáticas y parasimpáticas (von Kugelgen y 
Starke, 1991) y GABAérgicas del asta dorsal de la médula espinal (Jo y Schlichter, 
1999; Jo y Role, 2002), además de la liberación exocitótica y dependiente de Ca2+ 
del ATP en terminales nerviosas centrales aisladas (Sawynok et al., 1993). Todos 
estos estudios, unidos a multitud de estudios posteriores, establecen firmemente 
el concepto de cotransmisión que se conoce en la actualidad (Pankratov et al., 
2006).  
Además de los nucleótidos clásicos, se conoce una familia de compuestos 
relacionados estructuralmente con el ATP denominados diadenosina polifosfatos 
(ApnA). Se trata de sustancias naturales formadas por dos moléculas de 
adenosina unidas por una cadena de grupos fosfato de longitud variable (n = 2-7). 
Estos dinucleótidos, que también se almacenan en vesículas secretoras, ejercen 
sus acciones tanto a nivel intracelular como extracelular en el SNC y periférico 
(Pintor et al., 1993). Se han detectado almacenados en gránulos cromafines de la 
médula adrenal, junto con el ATP y otros neurotransmisores (Rodriguez del 
Castillo et al., 1988; Pintor et al., 1991; Pintor et al., 1992). Los diadenosina 
polifosfatos, principalmente el Ap4A y el Ap5A, también se almacenan, junto con el 
ATP, ADP y GTP, en vesículas colinérgicas del órgano eléctrico del pez Torpedo 
marmorata (Pintor, 1992). La liberación exocitótica de estos compuestos, junto con 
el ATP, ha sido descrita en terminales nerviosas de rata (Pintor et al., 1993, 1995). 
Además se ha demostrado la capacidad del dinucleótido Ap5A y del ATP de 
promover la liberación de glutamato, acetilcolina y GABA en terminaciones 
sinápticas aisladas de cerebro medio de rata, reconociéndose de este modo su 




Villafuertes et al., 2001; Diaz-Hernandez et al., 2002a; Gomez-Villafuertes et al., 
2003; Gualix et al., 2003; Diaz-Hernandez et al., 2004a; Gomez-Villafuertes et al., 
2004). 
El hecho de que los nucleótidos y dinucleótidos de adenina se almacenen 
en el interior de vesículas de secreción, alcanzando concentraciones mucho 
mayores de las que se encuentran en el citoplasma celular (>100 mM frente a 
2-5 mM, en el caso del ATP), pone de manifiesto la necesidad de un sistema de 
transporte activo específico. Hasta hace muy poco se conocían algunas 
características funcionales y cinéticas de dicho transportador, como la baja 
especificidad que permitía el transporte de una gran variedad de nucleótidos, o su 
comportamiento mnemónico (Gualix et al., 1997; Gualix et al., 1999), pero la 
proteína responsable del transporte no se había identificado. En 2008, Sawada y 
cols. presentaron evidencias de la actuación de la proteína SLC17A9 como 
transportador vesicular de nucleótidos (VNUT). Se trata de una isoforma de la 
familia de los transportadores SLC17 con 12 segmentos transmembrana y 430 
aminoácidos. Esta proteína ha sido identificada tanto en humano como en ratón 
fundamentalmente en el cerebro y en la médula adrenal, donde juega un papel 
vital en el almacenamiento y liberación de nucleótidos (Sawada et al., 2008). 
Además de lo anteriormente mencionado existen múltiples evidencias 
obtenidas en diversos tipos celulares, como células endoteliales, musculares y 
gliales, que señalan la existencia de una liberación de ATP no exocitótica en 
respuesta a estímulos como hipoxia, inflamación, daño tisular o estrés mecánico 
(Bodin y Burnstock, 2001).  
Los mecanismos de liberación no exocitótica de nucleótidos de adenina no 
están totalmente identificados, aunque se ha propuesto que podrían estar 
mediados por una serie de transportadores o canales que forman parte de la 
superfamilia de proteínas ABC (“ATP-binding cassette”). Otras hipótesis señalan 
la posible participación de canales iónicos dependientes de voltaje, conexinas, 
panexinas y otros miembros de las uniones estrechas entre células (Buettner et 
al., 2000; Bahima et al., 2006; Eltzschig et al., 2006). Tampoco podemos olvidar 




grupo del Dr. Boucher ha propuesto su salida mediante exocitosis constitutiva 
como excedente de la funcionalidad del Golgi (Lazarowski, 2006). 
1.3 Inactivación ectoenzimática de los nucleótidos. 
Como todos los neurotransmisores, los nucleótidos deben ser inactivados, 
degradados o retirados del medio extracelular para evitar su acción prolongada. 
Así, una vez en la hendidura sináptica, son rápidamente hidrolizados por unas 
enzimas extracelulares específicas denominadas ectonucleotidasas. Como 
consecuencia de esta hidrólisis los nucleótidos van perdiendo secuencialmente 
sus grupos fosfato, generando diferentes metabolitos, que pueden mediar sus 
propias acciones en el exterior celular, hasta dar lugar, como último paso de su 
degradación, a los correspondientes nucleósidos precursores (Harkness, 1968; 
Miki et al., 1986), que a su vez pueden actuar como ligandos fisiológicos de sus 
propios receptores purinérgicos. 
Las ectonucleotidasas están formadas por varias familias de enzimas que 
se pueden diferenciar gracias a sus propiedades funcionales y moleculares. 
Varían en su preferencia y afinidad por el sustrato, en el producto formado, la 
dependencia de cationes y el pH óptimo catalítico. Se encuentran ampliamente 
distribuidas en todos los tejidos y actúan de forma concertada o consecutiva 
formando cascadas de hidrólisis. Normalmente se encuentran ancladas a la 
membrana celular con su dominio catalítico orientado hacia el espacio 
extracelular, aunque también se han descrito formas solubles liberadas al medio 
(denominadas exonucleotidasas) a partir de vesículas sinápticas o, como la ecto-
5’-nucleotidasa, como resultado de la hidrólisis de su anclaje a la membrana 
(Todorov et al., 1997). Además, existen evidencias de la multifuncionalidad de 
estas enzimas, pudiendo actuar también en procesos de adhesión celular o en 
funciones de receptores transmembrana. (Zimmermann et al., 2007)  
Las ectonucleotidasas se clasifican en las siguientes familias (Tabla 1): 
Ectonucleósido trifosfato difosfohidrolasas (E-NTPDasas). También 
se conocen como ecto-ATPasas, ecto-ADPasas, ecto-apirasas o CD39. Esta 
familia está formada por 8 miembros, de los cuales sólo las NTPDasas 1, 2, 3 y 8 




localizan en orgánulos intracelulares, aunque también se han descrito formas 
secretadas de las NTPDasas 5 y 6. Las NTPDasas 1, 2, 3 y 8 son proteínas con 
dos hélices transmembrana y un dominio extracelular largo portador del sitio 
catalítico (Bigonnesse et al., 2004; Robson et al., 2006). Hidrolizan nucleósidos tri- 
y difosfatos, generando los correspondientes monofofatos, aunque los ratios de 
hidrólisis varían considerablemente entre las cuatro enzimas (Kukulski et al., 
2005). 
Ectonucleótido pirofosfatasa/fosfodiesterasas (E-NPP). Esta familia de 
enzimas está formada por siete miembros, que han sido numerados como NPP1 
a NPP7 de acuerdo con el orden en el que fueron clonados, pero solamente tres 
de ellos, NPP1, NPP2 y NPP3, son capaces de hidrolizar nucleótidos. Con la única 
excepción de NPP2, que solo existe como proteína secretada, estas enzimas son 
proteínas ancladas a membrana por un único segmento transmenbrana, con el 
extremo catalítico orientado hacia el espacio extracelular. NPP1, 2 y 3 se 
caracterizan porque comparten un pH óptimo catalítico alcalino con las fosfatasas 
alcalinas. Estos enzimas hidrolizan enlaces 5’-monodiester en nucleótidos y sus 
derivados, generando la liberación de nucleósidos 5’-monofosfato (Goding et al., 
2003; Stefan et al., 2005). También pueden hidrolizar otros compuestos, como los 
diadenosina polifosfatos, liberando AMP y el correspondiente nucleótido Apn-1A 
(Vollmayer et al., 2003).  
Ecto-5’-nucleotidasa. También se la conoce como CD-73. Es una 
proteína dimérica de unión a zinc, anclada a la membrana por un glicosilfosfatidil 
inositol (GPI), que hidroliza los nucleósidos monofosfato generando los 
respectivos nucleósidos. Es decir, cataliza la etapa final de la cadena de hidrólisis 
de los nucleótidos. Se encuentra ampliamente distribuida entre los diferentes 
tejidos (Zimmermann, 1996, 2000).  
Fosfatasas alcalinas. Estas enzimas forman homodímeros y poseen tres 
cationes en cada sitio catalítico. Liberan el fosfato inorgánico de una gran variedad 
de compuestos e hidrolizan nucleósidos 5’-tri-, -di- y –monofosfato, generando los 
correspondientes nucleósidos (Millan, 2006). Las cuatro isoformas de la familia, 




poseen un pH óptimo alcalino y se encuentran ancladas a la membrana plasmática 
gracias a un glicosilfosfatidil inositol (GPI) (Ogata et al., 1988).  








Familia Ecto-NTPDasa             Preferencia de 
                                                       sustrato 
 
NTPDasa 1 (CD39)                     NTP ~ NDP 
  
NTPDasa 2 (CD39L1)               NTP >>> NDP 
 
NTPDasa 3 (CD39L3)                 NTP >NDP 
 






NTP → NMP + 2Pi 
 












NPP1, NPP2, NPP3 
 
NTP, NDP → NMP 
 
Dinucleósido 
polifosfatos → NMP + 
Npn-1 
 


























NTP → NDP → AMP 









1.4 Receptores purinérgicos 
El concepto de neurotransmisión purinérgica lleva implícito la existencia de 




subdivisión de los receptores purinérgicos en dos tipos: los receptores 
nucleosídicos o de adenosina P1, y los receptores de nucleótidos P2 (Burnstock 
1978). 
1.4.1 Receptores de nucleósidos. 
Hasta la fecha se han clonado y caracterizado cuatro tipos de receptores 
específicos de adenosina, denominados inicialmente receptores P1. Actualmente 
se los conoce como: A1, A2A, A2B y A3 (Olah y Stiles, 2000; Fredholm et al., 2001; 
Yaar et al., 2005). Todos ellos poseen 7 dominios transmembrana y están 
acoplados a proteínas G, modulando la actividad de la adenilato ciclasa 
principalmente. Existen varios agonistas y antagonistas específicos de los 
distintos subtipos de receptor que se muestran en la Tabla 2 (Burnstock, 2007b). 
Estos receptores pueden mediar diversos efectos fisiológicos como modulación 
del sistema cardiovascular, inmune y nervioso (Ledent et al., 1997; Sun et al., 
2001). A modo de ejemplo, en nuestro grupo se demostró que la activación de los 
receptores presinápticos de adenosina modulaba la respuesta a dinucleótidos en 
terminales nerviosos de cerebro de rata (Diaz-Hernandez et al., 2000; Diaz-
Hernandez et al., 2002b). 
Tabla 2. Clasificación de los receptores de adenosina. Los datos reflejados en la tabla han sido 









































































1.4.2 Receptores de nucleótidos. 
Los receptores específicos de nucleótidos, o receptores P2, se dividen en 
dos familias en función de su estructura molecular y de los mecanismos de 
transducción de la señal acoplados a su activación: los receptores P2X, que son 
canales iónicos activados por ligando, y los receptores P2Y, que son receptores 
metabotrópicos acoplados a proteínas G (Abbracchio y Burnstock, 1994). Hasta 
la fecha, en mamíferos se han clonado y caracterizado farmacológicamente siete 
subunidades diferentes que constituyen los receptores P2X (P2X1-P2X7). Por su 
parte, los receptores P2Y cuentan con ocho miembros (P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12, 13, 14) 
(Burnstock, 2007b). La nomenclatura empleada en esta Tesis Doctoral tiene en 
cuenta las últimas directrices del Comité de Nomenclatura de la Unión 
Internacional de Farmacología (IUPHAR) (Collingridge et al., 2009).   
La identificación y caracterización farmacológica de los receptores P2 no 
es tarea sencilla. La falta de disponibilidad de agonistas y antagonistas específicos 
y potentes para diferenciar bien los distintos subtipos hace que se produzca 
solapamiento de las respuestas obtenidas en sistemas que coexpresan varios 
subtipos de receptores. Además, las ectonucleotidasas presentes pueden 
degradar o transformar los compuestos utilizados. Por lo tanto, aunque haya sido 
posible encontrar en los tejidos nativos receptores análogos a algunos de los 
receptores P2 clonados (coincidiendo en la distribución, mecanismos de 
señalización y farmacología), en la mayoría de los casos no se ha podido 
establecer una correspondencia inequívoca. Por este motivo se tiende a calificar 
a los receptores endógenos con el sufijo anglosajón “-like” (“P2X1-like”, “P2Y2-like”, 
etc.) hasta que se apliquen criterios posteriores que corroboren su identificación. 
1.4.2.1 Receptores P2Y. 
Los receptores P2Y son receptores metabotrópicos acoplados a 
proteínas G pertenecientes a la familia de los receptores de rodopsina clase A. Su 
estructura consta de siete segmentos transmembrana hidrofóbicos conectados 
por tres lazos extracelulares y tres intracelulares. El extremo N-terminal se orienta 
hacia el espacio extracelular, mientras que el extremo C-terminal posee una 




y caracterizados en tejidos humanos o de mamíferos: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, 
P2Y11, P2Y12, P2Y13 y P2Y14 (Abbracchio et al., 2006; Burnstock, 2007b). Los 
receptores P2Y se expresan a lo largo de todo el organismo (ver Tabla 3), 
mediando por sí mismos o modulando multitud de funciones, aunque a día de hoy 
solamente unos pocos efectos fisiológicos mediados por estos receptores han sido 
confirmados fuera de toda duda (Fischer y Krugel, 2007). 
Señalización intracelular mediada por receptores P2Y. 
Los receptores P2Y activan diversos mecanismos de señalización 
intracelular. Por un lado, los receptores P2Y1,2,4,6,11 están acoplados 
principalmente a la fosfolipasa C (PLC), a través de una proteína Gq/11 insensible 
a toxina pertúsica. Como resultado del acoplamiento a la PLC/IP3, los receptores 
P2Y producen incrementos en la concentración intracelular de Ca2+ mediante la 
salida de calcio de reservorios intracelulares y activan la proteína quinasa C (PKC) 
en las células que los expresan, activando así numerosas cascadas de 
señalización secundarias (Erb et al., 2006), como la cascada de las MAP quinasas 
(MAPK) en astrocitos (Delicado et al., 2005) y plaquetas (Garcia et al., 2007). Los 
receptores P2Y clonados recientemente, P2Y12, P2Y13 y P2Y14, parecen estar 
relacionados mayoritariamente con la disminución de los niveles de AMPc, por su 
acoplamiento a una proteína sensible a la toxina pertúsica Gi/o, aunque el P2Y13 y 
el P2Y14 pueden, de modo adicional, producir incrementos de la concentración de 
calcio intracelular (Abbracchio et al., 2006; Erb et al., 2006). Además, nuestro 
grupo ha descrito recientemente la inhibición dependiente de AKT de la glucógeno 
sintasa quinasa GSK-3 y la translocación nuclear de su sustrato, β-catenina, en 
neuronas granulares de cerebelo de rata, fenómeno que parece estar mediado 
por el receptor P2Y13 (Ortega et al., 2008). 
Además de todas estas vías de señalización, en el sistema nervioso los 
receptores P2Y están igualmente acoplados a la modulación de canales iónicos, 
como los canales dependientes de voltaje de Ca2+ o K+, los receptores NMDA de 
glutamato, los propios receptores P2X y los receptores de vanilloides (Lechner y 




Características farmacológicas y distribución de los receptores P2Y 
en el sistema nervioso. 
Farmacológicamente, los receptores P2Y se pueden clasificar atendiendo 
a la afinidad que muestran frente a los nucleótidos de adenosina y uridina. Aunque 
estas respuestas varían en potencia dependiendo de las especies, los receptores 
P2Y pueden dividirse en tres grupos. El primero está formado por los receptores 
P2Y1, P2Y11, P2Y12 y P2Y13, que son activados únicamente por nucleótidos de 
adenina (ATP/ADP). Otro grupo lo forman receptores activados tanto por 
nucleótidos de adenina como de uracilo (receptores P2Y2 y P2Y4), y por último el 
P2Y6, que es específico para pirimidinas. Un caso especial es el del P2Y14, 
activado por UDP-glucosa y por otros UDP-azúcares (Abbracchio et al., 2006; von 
Kugelgen, 2006; Burnstock, 2007b). La Tabla 3 resume las características 
farmacológicas de los subtipos de la familia P2Y clonados hasta el momento. 
Estos receptores tienen una amplia distribución en todo el organismo (ver 
Tabla 3). Concretamente, en el sistema nervioso central, se ha descrito la 
expresión de la mayoría de los subtipos conocidos, mediando funciones muy 
importantes, como la regulación de la plasticidad sináptica, la liberación de 
neurotransmisores o la regulación de procesos de neurodegeneración y 
neuroregeneración. En el cerebro humano se expresan abundantes niveles de 
ARNm de los receptores P2Y1 y P2Y11 en comparación con otros tejidos. El P2Y1 
se expresa principalmente en corteza, cerebelo, hipocampo y ganglios basales 
(Moore et al., 2000; Moore et al., 2001). Por el contrario, únicamente son 
detectables niveles bajos o moderados del mensajero de los receptores P2Y2, 
P2Y4 y P2Y6 en cerebro humano (Moore et al., 2001). El receptor P2Y12 se localiza 
preferentemente en células gliales (Hollopeter et al., 2001), al igual que el P2Y14, 
descrito en líneas de astrocitos y microglía (Fumagalli et al., 2003). Por último se 
ha descrito la presencia del receptor P2Y13 en cerebelo, hipocampo, tálamo, 
sustancia nigra o núcleo caudado (Communi et al., 2001). 
  
 
Tabla 3.- Clasificación de los receptores P2Y. Los datos reflejados en la tabla han sido obtenidos de von Kugelgen y Wetter, 2000; Moore et al., 2001; 
Abbracchio et al., 2003; King y Towsend-Nicholson, 2003; von Kugelgen, 2006; Burnstock, 2007b 
Receptor Potencia de agonistas (EC50) Antagonistas 
 
Transducción  






UTP, UDP inactivos 
Ap3A>Ap2A 
 





Plaquetas, cerebro, placenta, 
próstata, endotelio, corazón, 
músculo esquelético, tracto 






ADP, UDP y 2MeSATP inactivos 
 
Suramina>Azul reactivo 2, ARC126313 
 
Gq/G11; G0, G12 
PLCβ/IP3/Ca2+ 
Músculo esquelético, epitelio 
respiratorio, hueso, pulmón, 
pituitaria, endotelio de 
microvasculatura coronaria, bazo, 
linfocitos, osteoblastos, riñon. 
 
P2Y4 
UTP>UTPγS>>ATP, UDP (agonistas parciales) 
UTP=ATP=Ap4A (rata) 
PPADS 
Azul reactivo 2 (rata)>Suramina 
Gq/G11; Gi/0 
PLCβ/IP3/Ca2+ 
Intestino, cerebro, pituitaria, 
placenta, corazón, pulmón, músculo 
liso vascular, células endoteliales. 
 
P2Y6 




Placenta, bazo, riñón, corazón, 






Suramina > Azul reactivo 2, NF157, 5´-
AMPs 




Cerebro, placenta, pituitaria, 








UTP, UDP inactivos 
AR-C69931,AR-C66096, Clopidogrel, 
Tioclopidina, Azul Reactivo 2, Suramina, 
2MeSAMP, CT50547, 
AZD6140,INS49266, PSB0413,  PPADS 






















Bazo, cerebro, células gliales, 




ATP, ADP, UTP, UDP inactivos 
 Gi/0 
Activación PLC 
Placenta, adiposo, estómago, 






1.4.2.1.1 El receptor P2Y2 
El receptor P2Y2, previamente llamado P2U, cuyo gen se localiza en el 
cromosoma 11 (11q13.4) humano, ha sido clonado y caracterizado 
farmacológicamente de células o tejido de humano, rata, ratón, perro y cerdo 
(Lustig et al., 1993; Parr et al., 1994; Bowler et al., 1995; Rice et al., 1995; Chen 
et al., 1996; Zambon et al., 2000; Shen et al., 2004).  
Los receptores P2Y2 son activados completamente por cantidades 
equivalentes de ATP y UTP, mientras que el ADP y el UDP han mostrado ser 
agonistas mucho menos efectivos de este tipo de receptores (Lustig et al., 1993; 
Parr et al., 1994; Lazarowski et al., 1995). Una excepción es el P2Y2 porcino que 
es relativamente insensible al ATP (Shen et al., 2004). Se ha visto que el análogo 
no hidrolizable de UTP, UTPγS, es un agonista muy potente del receptor P2Y2 
(Lazarowski et al., 1996). Asimismo, ensayos de expresión heteróloga han 
demostrado que el receptor P2Y2 murino y de rata puede ser estimulado por 
BzATP (Erb et al., 1993; Wildman et al., 2003). Además de los nucleótidos 
trifosfato, el receptor P2Y2 puede ser activado también por dinucleótidos 
tetrafosfato, como el Ap4A o el Up4U. (Patel et al., 2001; Pendergast et al., 2001). 
Mientras que la suramina actúa como un antagonista competitivo en receptores 
P2Y2 humanos y de rata (Charlton et al., 1996; Wildman et al., 2003), otros 
ligandos ampliamente utilizados para inhibir receptores purinérgicos, como el 
PPADS, el reactivo azul 2 o el TNP-ATP, han mostrado ser antagonistas muy 
débiles del receptor P2Y2 (Wildman et al., 2003).  
Los receptores P2Y2 pueden unirse directamente a PLCβ1 a través de la 
proteína Gαq/11 para mediar la producción de IP3 y diacilglicerol (DAG), dos 
segundos mensajeros en la liberación de calcio desde reservorios intracelulares y 
en la activación de PKC, respectivamente. La unión de receptores P2Y2 a otros 
subtipos de proteínas G también ha sido descrita (Baltensperger y Porzig, 1997; 
Murthy y Makhlouf, 1998; Weisman et al., 1998; Bagchi et al., 2005). En algunos 
sistemas, las respuestas mediadas a través del receptor P2Y2 son parcialmente 
sensibles a la toxina pertúsica, un inhibidor de la proteína Gi/Go, y existen estudios 





P2Y2 con integrinas αvβ3/β5 (Erb et al., 2001), siendo esta interacción importante 
en la regulación de la quimiotaxis inducida por nucleótidos (Bagchi et al., 2005).  
La expresión del ARNm del receptor P2Y2 ha sido detectada en músculo 
esquelético humano, corazón, cerebro, bazo, linfocitos, macrófagos, médula ósea 
y pulmón, con niveles de expresión más bajos detectados en hígado, estómago y 
páncreas (Moore et al., 2001). También hay expresión de receptores P2Y2 
funcionales en epitelio, músculo liso, células endoteliales y en leucocitos, 
cardiomiocitos, osteoblastos y células derivadas del sistema nervioso central 
incluyendo células de Schwann, neuronas corticales de rata, oligodendrocitos, 
asta dorsal y astrocitos corticales, astrocitos inmortalizados, células de 
astrocitoma y células híbridas NG108-15xglioma  (Bowler et al., 1995; Ho et al., 
1995; Kirischuk et al., 1995; Rice et al., 1995; Berti-Mattera et al., 1996; Kim et al., 
1996; Kunapuli y Daniel, 1998; Weisman et al., 1999; Pillois et al., 2002; Seye et 
al., 2002; Gendron et al., 2003; Kumari et al., 2003).  
Se ha empleado mutagénesis dirigida del receptor P2Y2 para demostrar 
que la sustitución de los aminoácidos cargados positivamente en las hélices 
transmembrana 6 y 7 por aminoácidos neutros disminuye la potencia del ATP y el 
UTP, lo que sugiere que estos dominios juegan un papel importante en la unión 
de los agonistas nucleotídicos (Erb et al., 1995). El receptor P2Y2 sufre 
desensibilización inducida por agonista en varios tipos celulares (Wilkinson et al., 
1994; Garradetal., 1998; Clarke et al., 1999; Otero et al., 2000; Velázquez et al., 
2000; Santiago-Pérez et al., 2001). Estudios de mutagénesis indican que la 
deleción de motivos estructurales en el dominio C-terminal intracelular, que 
contiene sitios putativos de fosforilación por las quinasas de receptores acoplados 
a proteínas G, disminuye la desensibilización inducida por agonista y la 
internalización del receptor P2Y2 (Garrad et al., 1998). El receptor P2Y2 también 
posee el motivo consenso de unión a integrinas Arg-Gly-Asp (RGD) en su primer 
bucle extracelular, que facilita la colocalización del receptor con integrinas αvβ3/β5 
cuando el receptor P2Y2 es expresado en células de astrocitoma humano 1321N1 
carentes del receptor endógeno (Erb et al., 2001). Un receptor P2Y2 mutante en el 
que se sustituyó el motivo RGD con una secuencia que no tiene mucha afinidad 




inducida por nucleótido aproximadamente 1000 veces mayor que el receptor 
nativo (Erb et al., 2001). Se sabe que las integrinas αvβ3/β5 regulan la 
angiogénesis y las respuestas inflamatorias durante la proliferación celular, 
migración, adhesión e infiltración (Zhang et al., 2002; Hutchings et al., 2003; 
Kannan, 2003; Li et al., 2003; Pidgeon et al., 2003), respuestas que también son 
mediadas a través de la activación de receptores P2Y2 (Wilden et al., 1998; Seye 
et al., 2002; Greig et al., 2003a,b; Schafer et al., 2003; Bagchi et al., 2005; 
Kaczmarek et al., 2005) lo que sugiere que los nucleótidos pueden transactivar la 
cascada de señalización de las integrinas mediante la unión del receptor P2Y2 a 
integrinas. También se ha visto que la secuencia RGD juega un papel 
independiente de integrinas dirigiendo al receptor a la membrana apical de células 
epiteliales de riñón canino (MDCK) (Qi et al., 2005).  
La activación de receptores P2Y2 aumenta la síntesis y/o la liberación de 
ácido araquidónico (AA), prostaglandinas y óxido nítrico (NO) (Lustig et al., 1992; 
Pearson et al., 1992a, b; Xing et al., 1999; Xu et al., 2002, 2003; Welch et al., 
2003). En cultivos primarios de astrocitos murinos, los receptores P2Y2 median la 
activación de ERK1/2 y PKCs tanto dependientes como independientes de calcio, 
que a su vez pueden activar la fosfolipasa A2 citosólica, dando lugar a la 
producción de AA (Gendron et al., 2003; Xu et al., 2003), el precursor de 
eicosanoides, prostaglandinas y leucotrienos (Balsinde et al., 2002). La activación 
de receptores P2Y2 en corazones de rata perfundidos con UTP o ATP induce una 
vasodilatación pronunciada a través de la secreción dependiente de endotelio de 
NO y prostaciclina (Lustig et al., 1992; Pearson et al., 1992a, b). La expresión del 
P2Y2 en células de músculo liso se ve aumentada por agentes que median la 
inflamación, incluyendo interleuquina Il-1β, interferón γ y factor de necrosis tumoral 
α (Hou et al., 1999, 2000) y se ha visto que este aumento en la expresión de P2Y2 
promueve la activación inducida por nucleótidos de PKC, ciclooxigenasa y MAPK 
(Koshiba et al., 1997; Turner et al., 1998; Seye et al., 2002). La activación de P2Y2 
puede inducir la fosforilación de las quinasas activadas por estrés JNK y p38 
(Gendron et al., 2003) y también el aumento de la expresión de genes que regulan 
la supervivencia celular dependiente de p38 y ERK1/2 en células de astrocitoma 





PC-12 (Chorna et al., 2004). Se ha visto que los receptores humanos P2Y2 regulan 
la degranulación de neutrófilos inducida por fibrinógeno, independiente de 
metabolitos de AA (Meshki et al., 2004), y se ha sugerido que estos receptores 
puedan jugar un papel importante en el proceso de cicatrización (Burrell et al., 
2003; Greig et al., 2003a, b). 
Hay estudios que indican que la activación de MAPK mediada por P2Y2 en 
fibroblastos Rat-1 y en células PC12 es dependiente de la transactivación del 
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) a través de una cascada 
dependiente de Src/Pyk2 (Soltoff, 1998; Soltoff et al., 1998). Esto contrasta con 
estudios que han empleado fibroblastos embrionarios derivados de ratones Src-/-, 
Pyk2-/- o Src-/-Pyk2-/- para demostrar que Src y Pyk2 son esenciales para la 
transactivación mediada por GPCR de EGFR, pero no para la activación de MAPK 
activada por GPCR (Andreev et al., 2001). Se ha visto que las subunidades Gβγ 
regulan la transactivación mediada por Src de receptores de factores de 
crecimiento (Luttrell et al., 1997), lo cual puede ser una cascada común ya que los 
GPCRs estimulan la proliferación celular. Otros estudios han identificado dos 
dominios SH3 (es decir dominios PXXP en los que P es Prolina y X es cualquier 
aminoácido) en el dominio C-terminal intracelular del P2Y2 humano que son 
necesarios para la transactivación de los receptores de los factores de crecimiento 
epidérmico o derivado de plaquetas (PDGF) por parte de ATP o UTP (Liu et al., 
2004). La deleción de estos dominios SH3 inhibe la colocalización inducida por 
nucleótidos del receptor P2Y2 con EGFR y la transactivación inducida por UTP de 
EGFR (es decir, su fosforilación) pero no suprimió la activación de ERK1/2 cuando 
los receptores mutantes fueron expresados en células de astrocitoma 1321N1 (Liu 
et al., 2004), probablemente debido a la capacidad del receptor P2Y2 para activar 
también directamente Src y ERK1/2 a través de las vías de señalización de PLC 
e integrinas (Erb et al., 2001). Además, Src coinmunoprecipitó con el receptor 
P2Y2 en células tratadas con UTP que expresaban el receptor P2Y2 nativo, pero 
no en las que expresaban el receptor que presentaba la deleción del dominio SH3 
(Liu et al., 2004), lo cual sugiere que la activación del receptor P2Y2 promueve la 




La activación de receptores P2Y2 provoca multitud de respuestas celulares 
en diversos tejidos. En sistema nervioso central inducen la proliferación de 
astrocitos dependiente de ERK en varias situaciones, incluyendo lesiones y 
trauma (Neary et al., 1994, 1996, 1999, 2003; Franke et al., 1999). También 
pueden inducir el procesamiento dependiente de α-secretasa de la proteína 
precursora de amiloide (APP) en células de astrocitoma (Camden et al., 2005) 
pudiendo ser una posible diana farmacológica para enfermedades 
neurodegenerativas (una descripción más detallada del papel de los receptores 
purinérgicos en el procesamiento de la proteína APP se dará en la sección 4.1).  
En conjunto, los estudios realizados sobre el receptor P2Y2 y sus vías de 
señalización han identificado posibles dianas farmacológicas para aterosclerosis, 
inflamación, fibrósis quística, osteoporosis, cáncer y enfermedades 
neurodegenerativas.  
1.4.2.2 Receptores P2X. 
Los receptores P2X son canales iónicos insertados en la membrana 
plasmática que se activan por la unión del ATP extracelular y una vez activados 
permiten el paso selectivo de cationes de pequeño tamaño (Na+, K+ y Ca2+) 
(North, 2002). Se expresan en todo el organismo, mediando multitud de procesos 
que van desde la transmisión sináptica hasta la coagulación sanguínea. Tienen 
un papel destacado en la transmisión sináptica rápida entre neuronas y en la 
transmisión neuromuscular en el músculo liso (Edwards et al., 1992; Sneddon et 
al., 2000). Hasta la fecha se han identificado siete subunidades P2X diferentes, 
denominadas P2X1 a P2X7, que se ensamblan en forma de canales homo- o 
heterotriméricos (Nicke et al., 1998; Vial et al., 2004b). También han sido 
identificados los genes que codifican para cada subunidad. Tanto la subunidad 
P2X4 como la P2X7 se localizan en el mismo cromosoma (brazo largo del 
cromosoma 12 humano), al igual que les ocurre a las subunidades P2X1 y P2X5 
(brazo corto del cromosoma 13). Sin embargo, el resto de las subunidades se 
localizan en cromosomas diferentes. El descubrimiento de nuevas isoformas de 
estas subunidades ha aumentado la diversidad de esta familia de receptores. 





procesamiento diferencial en cerebelo de rata, cóclea y pituitaria, del receptor 
P2X2 (Simon et al., 1997; Housley et al., 1998; Lynch et al., 1999). Aunque la 
mayoría de las variantes no son capaces de formar canales activos por sí mismas, 
su expresión en los tejidos pone de manifiesto la posibilidad de que la 
heterogeneidad de los receptores P2X in vivo sea mayor de la esperada. 
Características estructurales y oligomerización. 
Los receptores P2X constituyen una familia estructuralmente bien 
diferenciada dentro del grupo de canales iónicos activados por ligando (North, 
1996). Las subunidades P2X varían entre los 379 aminoácidos de la subunidad 
P2X6 a los 595 de la subunidad P2X7. Poseen dos regiones transmembrana 
(TM1 y TM2) y extremos N- y C-terminal citosólicos, con motivos de unión a 
proteínas quinasas. Mientras que el extremo N-terminal tiene un tamaño 
uniformemente corto (24-31 aa) en todas las subunidades, el extremo C-terminal 
es muy variable en secuencia y tamaño: muy corto en los receptores 
P2X1, 3, 4 y 6, intermedio en los P2X2 y 5 e inusualmente grande en la subunidad 
P2X7, con más de 200 aa y un dominio hidrofóbico extra. Este hecho sugiere que 
el extremo carboxilo-terminal podría conferir propiedades específicas a cada 
receptor. Por otro lado, entre el 50% y el 70% de la estructura de estas 
subunidades lo forma un bucle extracelular situado entre los dos segmentos 
transmembrana. Este dominio posee alrededor de 280 aminoácidos, 93 de los 
cuales se encuentran altamente conservados en, al menos, seis de las siete 
subunidades P2X (Vial et al., 2004b).  
Recientemente, Gouaux y su grupo han descrito la arquitectura de los 
receptores P2X basándose en la cristalización de la estructura del receptor P2X4. 
Como se muestra en la Figura 2, cada subunidad presenta una estructura en forma 
de delfín con las hélices transmembrana y la región extracelular semejantes a la 
cola y el cuerpo, respectivamente (Kawate et al., 2009). La arquitectura central del 
cuerpo extracelular está caracterizada por dos dominios de lámina β que otorgan 
rigidez y resistencia a cambios conformacionales. El dominio de la cabeza se 
define por tres láminas β antiparalelas y una hélice α (Kawate et al., 2009). En 




residuos de cisteína que forman series de puentes disulfuro y de esta manera 
contribuyen a la estabilización de la estructura terciaria (Ennion y Evans, 2002), 
así como numerosos sitios de glicosilación, necesarios para la inserción de las 
proteínas en la membrana plasmática y para la regulación de la potencia del 
ligando  
 
Figura 2. Modelo estructural de las subunidades P2X humanas. Los colores en la estructura de 
la subunidad P2X representan las diferentes partes del delfín: en verde la cola, en azul el cuerpo, la 
cabeza en rosa, la aleta dorsal en naranja y las aletas laterales en rojo y amarillo. Adaptado de 
Kawate et al., 2009. 
 
Los dos segmentos transmembrana (TM) que presentan las subunidades 
P2X no son capaces, por sí mismos, de formar un poro iónico, motivo por el que 
las distintas subunidades se asocian como homo- o heterotrímeros para formar un 
canal funcional (Nicke et al., 1998; Aschrafi et al., 2004; Nagaya et al., 2005) 





aproximadamente 70 Å sobre el plano de la membrana, y una región 
transmembrana de 28 Å (Figura 3). El canal está formado por seis hélices TM, dos 
por cada subunidad que lo compone. Los segmentos TM1 forman múltiples 
interacciones con las hélices TM2 de la misma subunidad, pero también con los 
TM1 y TM2 de las otras subunidades. Así, las hélices TM1 presentan la mayoría 
de los contactos con la bicapa lipídica, mientras que las TM2 recubren el poro 
iónico. (Gonzales et al., 2009) La entrada y salida del canal están formadas 
principalmente por residuos hidrofóbicos e incluyen aproximadamente dos vueltas 
de las hélices α de los TM2 (Kawate et al., 2009). En la región extracelular, las 
láminas β centrales interaccionan con las subunidades adyacentes, mientras que 
no se producen contactos entre ellas en la base de dicha región. Esta 
conformación podría permitir a las hélices TM el movimiento hacía una 
conformación abierta tras la interacción de la región extracelular con el ligando. 
(Kawate et al., 2009)  
En este sentido, Gouaux y su grupo proponen que el sitio de unión del ATP 
a los receptores P2X se localiza en las ranuras que quedan entre las distintas 
subunidades (Kawate et al., 2009). Estas ranuras están formadas por residuos 
conservados que se han descrito implicados en la apertura del canal, dependiente 
de ATP (Jiang et al., 2000a; Ennion y Evans, 2002; Roberts y Evans, 2004, 2006; 
Marquez-Klaka et al., 2007). 
Los receptores homoméricos están compuestos por subunidades 
idénticas, aunque en el caso de las subunidades P2X5 y P2X6, esta interacción 
presenta mayor dificultad (King et al., 2000; Wildman et al., 2002; Barrera et al., 
2005). Además de estos homo-oligómeros, las distintas subunidades P2X pueden 
interaccionar entre sí formando hetero-oligómeros (Torres et al., 1999), aunque 
este ensamblaje no se produce aleatoriamente entre cualquier subunidad P2X. 
Hasta la fecha se han descrito varios receptores heteroméricos: P2X1/P2X2, 
P2X1/P2X4, P2X1/P2X5, P2X2/P2X3, P2X2/P2X6 y P2X4/P2X6 (Roberts et al., 
2006; Abbracchio et al., 2009). La heteromerización de la subunidad P2X7 aun no 
está claramente establecida ni descartada. Durante mucho tiempo se pensó que 
únicamente formaba homo-oligómeros, sin embargo, en el año 2007 se propuso 




2007). Por el contrario, estudios posteriores indican que estos trímeros no son 
estables o no representan un porcentaje significativo en los modelos estudiados 
(Nicke, 2008).  
Figura 3. Modelo estructural de los receptores P2X triméricos. Cada subunidad se representa 
en un color diferente. A. Vista en paralelo a la membrana. B. Vista perpendicular a la membrana 
desde el espacio extracelular. Adaptado de Kawate et al., 2009.  
 
Los receptores P2X no aparecen insertados de forma aleatoria en la 
membrana celular, sino que, por el contrario, pueden aparecer agrupados o 
localizados en diferentes partes de la célula. A modo de ejemplo, se registraron 
respuestas mediadas por el receptor P2X2 en las terminales pre-sinápticas de las 
interneuronas hipocampales, pero, sin embargo, no se observaron respuestas de 









no es homogénea, los receptores pueden agruparse junto a las proteínas de 
membrana en microdominios. Un posible mecanismo para mantener las proteínas 
y moléculas de señalización juntas, puede ser su inclusión en balsas lipídicas 
(“lipid rafts”), como sucede para los receptores P2X1, P2X3 y P2X7 (Vacca et al., 
2004; Vial y Evans, 2005; Gonnord et al., 2009). Sin embargo, otros receptores, 
como los P2X2 y P2X4, no parecen estar asociados a lipid rafts en neuronas 
granulares del cerebelo (Vacca et al., 2004). 
Características funcionales y regulación de los receptores P2X. 
Las propiedades funcionales y farmacológicas de los receptores P2X 
dependen de las subunidades que componen el canal. Los diferentes receptores 
P2X pueden ser clasificados en función de su perfil de respuesta, su afinidad por 
agonistas y antagonistas y su sensibilidad ante la regulación por calcio, magnesio, 
protones o zinc. En los receptores heteroméricos las características pueden venir 
determinadas por una de las subunidades que lo forman, o ser una combinación 
de las características de las distintas subunidades integrantes del receptor. Sin 
embargo, es muy usual que en el mismo tejido o tipo celular se coexpresen 
diversas subunidades complicando el estudio de las mismas. 
La activación de los receptores P2X produce la entrada rápida (en el orden 
de milisegundos) y no selectiva de cationes Ca2+, Na+ o K+ (Bo et al., 2003). La 
permeabilidad relativa para cada uno de estos iones varía en función de la 
subunidad P2X implicada, aunque también puede modificarse dependiendo de su 
regulación. Los receptores P2X1 y P2X3 son los que más rápido pierden la 
respuesta en presencia continuada del agonista (desensibilización), decayendo 
dicha respuesta en un 90% tras 1-2 segundos de aplicación del agonista. Las 
respuestas de los otros receptores P2X son mucho más sostenidas, situándose 
en el extremo contrario el receptor P2X7, cuya respuesta se mantiene durante 
minutos en presencia del agonista (North, 2002). En algunos casos la 
desensibilización sucede como consecuencia de un cambio conformacional a una 
forma cerrada del receptor unido al agonista, requiriéndose varios minutos de 
lavado para recobrar la funcionalidad completa (Rettinger y Schmalzing, 2003). 




empleado (Sokolova et al., 2004) o la concentración extracelular de calcio 
(Wildman et al., 2002). 
Los estudios de la apertura y cierre del canal y la conductividad de iones 
en estos receptores indican que la regulación de estos dos componentes está 
mediada por la interacción de varias regiones del canal. Es muy posible que se 
produzcan cambios conformacionales en el dominio extracelular de los receptores 
P2X, semejantes a los vistos en otros receptores ante la unión de su ligando 
(Jin et al., 2003). Estos cambios coordinarían la unión de alta afinidad de los 
grupos adenina y trifosfato del ATP a estos receptores, lo que explicaría la 
selectividad de los receptores P2X por determinados ligandos. En la región 
extracelular de varios receptores P2X, existen residuos conservados de prolina y 
glicina que podrían dotar de flexibilidad y estar implicados en los cambios 
conformacionales ante la unión del agonista (Nakazawa y Ohno, 1999; Nakazawa 
et al., 2004). Por otro lado, varios estudios con receptores P2X quiméricos 
demuestran cómo la interacción entre los dos segmentos transmembrana de los 
receptores modula la apertura y cierre de los canales (Werner et al., 1996; Haines 
et al., 2001).  
El dominio intracelular también colabora en la regulación de la apertura del 
canal y la permeabilidad iónica. Las fosforilaciones en serina, treonina o tirosina 
en determinadas zonas de este dominio regulan de forma importante la actividad 
de los receptores. (Boue-Grabot et al., 2000; Toth-Zsamboki et al., 2002). Por 
ejemplo, en la zona de transición entre el dominio TM2 y el C-terminal del receptor 
P2X7 se localiza una tirosina (Tyr343), cuya desfosforilación tras la activación del 
canal reduce la duración de la respuesta (Becker et al., 2008). En ciertas 
isoformas, las mutaciones que eliminan la secuencia de unión a PKC, presente en 
la zona N-terminal del receptor y que se encuentra constitutivamente fosforilada, 
pueden aumentar la velocidad de desensibilización. Esto pone de manifiesto que 
el extremo N-terminal participa directamente en la regulación de la conductividad 
iónica a través de estos canales (Boue-Grabot et al., 2000; Ennion y Evans, 2002; 
Liu et al., 2003). En cuanto al extremo C-terminal, conserva en todas las isoformas 
un motivo YxxxxK, cercano al TM2, que está asociado al correcto transporte del 





celular (Bobanovic et al., 2002; Chaumont et al., 2004). Además, estudios de 
mutagénesis dirigida sugieren también que puede estar relacionado con la 
regulación de la apertura en sí y de las propiedades del poro de estos receptores 
(Eickhorst et al., 2002).  
Los receptores P2X están modulados alostéricamente por protones 
extracelulares, cationes divalentes y varios metales, como el Cu2+ y el Zn2+ (North, 
2002). Kawate y cols. han propuesto la presencia de 4 sitios de unión de cationes 
di- y trivalentes en el receptor P2X4, uno en el centro de la región extracelular, los 
otros 3 en la periferia del receptor (un sitio por cada subunidad), y han mostrado 
una regulación negativa del receptor por parte de estos iones (Kawate et al., 2009). 
La actividad de otros receptores puede modular igualmente la respuesta 
de los canales P2X, como es el caso de determinados receptores acoplados a 
proteínas G. Entre ellos se encuentran los receptores de serotonina, el receptor 
de glutamato mGlurR1α, o los receptores purinérgicos P2Y (Nakazawa et al., 
1994; Vial et al., 2004a). En este sentido, se ha descrito que la activación de 
receptores metabotrópicos GABAB en terminaciones nerviosas de cerebro medio 
de rata, es capaz de potenciar las respuestas generadas por los receptores P2X 
presinápticos (Gomez-Villafuertes et al., 2003). Asimismo, los receptores P2X 
pueden también interaccionar con otros canales iónicos. En terminales nerviosas 
colinérgicas, los receptores nicotínicos modulan la actividad de los P2X mediante 
la activación de la proteína CaMKII (Diaz-Hernandez et al., 2004a; Diaz-
Hernandez et al., 2006).  
La principal consecuencia de la activación de los receptores P2X es un 
incremento transitorio en la concentración intracelular de calcio libre, que 
despolariza la membrana. Esto induce la apertura de canales de calcio 
dependientes de voltaje, lo que se suma a la entrada de calcio a través del propio 
canal P2X. El incremento del calcio citosólico dispara posteriormente una serie de 
eventos intracelulares como activación o inhibición de proteínas quinasas, entre 
las que se encuentran la calcio-calmodulina quinasa II (CaMKII) (Diaz-Hernandez 
et al., 2004a; Diaz-Hernandez et al., 2006; Leon et al., 2006), MAP quinasas 




quinasa 3 (GSK-3) (Diaz-Hernandez et al., 2008; Gomez-Villafuertes et al., 2009; 
Ortega et al., 2009); así como la liberación vesicular de neurotransmisores como 
acetilcolina (Diaz-Hernandez et al., 2002a), glutamato (Gualix et al., 2003) o GABA 
(Gomez-Villafuertes et al., 2001). 
Características farmacológicas. 
Las herramientas farmacológicas disponibles a la hora de discriminar entre 
los diferentes receptores P2X son en muchos casos limitadas, e incluso existen 
agonistas y antagonistas que, a las mismas concentraciones, pueden actuar tanto 
sobre receptores P2X como P2Y.  
En general pueden distinguirse dos grandes grupos en la familia de los 
receptores P2X: Los receptores P2X1 y P2X3 se caracterizan ambos por 
presentar una elevada afinidad por el ATP. Además, son activados por el análogo 
estructural del ATP α,β-meATP, sufren una desensibilización rápida, 
inactivándose totalmente tras 1-2 segundos de exposición al ATP y muestran una 
recuperación lenta a la desensibilización. El resto de receptores, P2X2, P2X4, 
P2X5, P2X6 y P2X7, muestran menor afinidad por el ATP, insensibilidad al α,β-
meATP (excepto el P2X6) y desensibilización menos marcada (North, 2002; Gever 
et al., 2006). Las curvas de dosis-respuesta para los receptores P2X expresados 
en sistemas heterólogos muestran que la EC50 para el ATP varía desde 
concentraciones submicromolares (EC50 ~ 0,1 μM, P2X1, 3), hasta el micromolar 
bajo (EC50 = 10 μM, P2X2, 4, 6). De todos los receptores homoméricos P2X, el 
constituido por las subunidades P2X7 es el que presenta menor afinidad para el 
ATP, con una EC50 elevada (400 μM) (North, 2002; Gever et al., 2006). En la 
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Ganglios de retina y cóclea, 
células inmunes, cerebro, 
médula espinal, páncreas y 
piel. 
Tabla 4.- Clasificación de los receptores P2X homoméricos. Los datos reflejados en la tabla han sido obtenidos de Norenberg y Illes, 2000; Khakh et al., 2001; 






1.4.2.2.1 Receptor P2X7 
El receptor P2X7, inicialmente denominado P2Z, se distingue del resto de 
receptores P2X por su largo extremo C terminal y su baja sensibilidad por el ATP 
(North, 2002). 
El gen del receptor P2X7 humano se localiza en el cromosoma 12 (12q24). 
Inicialmente se describió conteniendo 13 exones que codificaban para una 
proteína de 595 aminoácidos (Buell et al., 1998), sin embargo, hoy en día se 
conoce la existencia de dos nuevos exones: el exón 1’ en rata, localizado en la 
región intrónica entre el exón 1 y el exón 2 (Nicke et al., 2009), y en humano el 
exón N3, localizado en la región intrónica entre el exón 2 y el 3 
(Cheewatrakoolpong et al., 2005).  
Hasta la fecha se han descrito 10 variantes de splicing (P2X7b-P2X7k), 
9 en humano (P2X7b-P2X7j) y una en rata y ratón (P2X7k), aunque sólo 4 de 
estas variantes se han detectado a nivel proteico (P2X7b, P2X7h, P2X7j y P2X7k) 
(Cheewatrakoolpong et al., 2005; Feng et al., 2006; Nicke et al., 2009), y sólo dos 
de ellas parecen ser funcionales (P2X7b y P2X7k) (Cheewatrakoolpong et al., 
2005; Nicke et al., 2009). La variante P2X7a es la proteína completa. 
Además, se han identificado multitud de polimorfismos de un solo 
nucleótido (SNPs) en el gen del receptor P2X7 humano. (Figura 4) La mayoría de 
estos SNPs confieren la pérdida de función de algunos eventos activados por el 
receptor P2X7 (Gu et al., 2001; Wiley et al., 2003; Gu et al., 2004; Shemon et al., 
2006; Roger et al., 2010), aunque algunos también inducen ganancia de función 
(Cabrini et al., 2005; Denlinger et al., 2006; Roger et al., 2010; Stokes et al., 2010). 
El extremo C-terminal del receptor P2X7 posee una longitud extrema, que 
alcanza los 240 aminoácidos y posee numerosas secuencias de interacción con 
otras proteínas. Entre ellas destacan: la tirosina-fosfatasa β (RPTPβ), la α-actinina 
4, la β-actina, la supervillina, 3 proteínas de choque térmico (Hsp90, Hsp70 y 
Hsc71), la fosfatidilinositol 4 quinasa (PI4K), la guanilato quinasa P55 asociada a 
membrana (MAGuK), las miosinas IIA y Va, GRK-3, dinamina, clatrina, caveolina 
1 y calmodulina (Kim et al., 2001; Feng et al., 2005; Barth et al., 2007; Roger et 




este receptor dominios SH2 (Surprenant et al., 1996) y una secuencia de unión a 
lípidos similar a la secuencia de unión a lipopolisacárido encontrada en otras 
proteínas, que parece estar involucrada en el transporte a membrana y en la 
funcionalidad del receptor (Denlinger et al., 2003). Además, Becker y cols. han 
propuesto que la interacción física observada entre el receptor y el dominio C-
terminal conecta señales del exterior e interior de la célula controlando así la 
apertura y cierre del canal (Becker et al., 2008).  
 
Figura 4. Localización de algunos polimorfismos de un solo nucleótido no silenciosos en el 




Como se ha mencionado anteriormente, los receptores P2X7 homoméricos 
son activados por elevadas concentraciones de ATP (EC50 400 μM). El receptor 
P2X7 también puede ser estimulado por BzATP, siendo éste un agonista 
significativamente más potente (EC50 20 μM) que el ATP (Young et al., 2007). Sin 






















también activa los receptores P2X1 y P2X3 (Bianchi et al., 1999), el receptor 
metabotrópico P2Y2 (Erb et al., 1993; Wildman et al., 2003) y el receptor 
metabotrópico P2Y13 en astrocitos de cerebelo de rata (Carrasquero et al., 2009). 
Otra característica de este receptor es la potenciación de sus respuestas 
ante una reducción de la concentración de cationes divalentes, como el calcio o el 
magnesio, en el medio extracelular (Surprenant et al., 1996). Otros cationes 
divalentes como el zinc y el cobre también inhiben la respuesta en estos 
receptores (Virginio et al., 1997; Liu et al., 2008). Estas observaciones indican que, 
bien es la forma ATP4- el ligando activo de esta subunidad (los cationes divalentes 
se unirían al ATP4- reduciendo la concentración efectiva del ligando), o bien los 
cationes divalentes son capaces de inhibir alostéricamente al receptor P2X7. 
El receptor P2X7 humano, de ratón y de rata, puede ser antagonizado, con 
moderada potencia (pIC50 = 4,2-6,0), por el PPADS, un inhibidor no selectivo de 
los receptores P2X. La suramina, otro inhibidor no selectivo de receptores P2X 
(y P2Y) ha mostrado ser un antagonista débil, o incluso inactivo, del receptor P2X7 
(Gever et al., 2006). El Brilliant Blue G (BBG) es un antagonista más potente y 
selectivo de los receptores P2X7, sobre todo en rata (IC50 ~ 10-15 nM) y en ratón 
(IC50 100 nM), mientras que en humano su efectividad es mucho menor 
(IC50 ≥ 10μM) (Jiang et al., 2000b; Young et al., 2007). El BBG se une al receptor 
por un sitio de unión diferente al del ATP y posee una ratio lenta de disociación 
(Michel et al., 2007). El ATP oxidado (oATP) es un inhibidor irreversible de los 
receptores P2X7 que requiere incubaciones de 1 a 2 horas para inhibir la 
activación de los canales (Di Virgilio, 2003), sin embargo posee otras acciones 
farmacológicas como bloqueo de los receptores P2X1 y P2X2 (Evans et al., 1995) 
o reducción de la señalización proinflamatoria (Beigi et al., 2003). 
Otros bloqueantes, como el KN-62 (descrito inicialmente como inhibidor de 
la calcio/calmodulina quinasa tipo II, CaMKII), ejercen su efecto en función de la 
especie, bloqueando el receptor P2X7 humano de forma no competitiva, pero no 
así el de rata (Gargett y Wiley, 1997; Humphreys et al., 1998). En 2006 los 
laboratorios Abbot generaron dos nuevos antagonistas selectivos para esta 




los receptores P2X7, y el A-740003, cianoguanidina que actúa de forma 
competitiva sobre estos receptores, ambos con acción tanto en rata como en 
humano, en el rango nanomolar alto (Honore et al., 2006; Nelson et al., 2006). 
Recientemente se han desarrollado dos nuevos antagonistas de los receptores 
P2X7 humanos y de rata, uno derivado de pirazolacetamida (Chambers et al., 
2010) y el otro derivado de cicloheptanol clorobenzamida, ambos con una IC50 en 
el rango nanomolar (Chen et al., 2010). 
El P2X7 es el receptor que menos se desensibiliza y sus corrientes se 
mantienen en presencia de ATP y BzATP durante aplicaciones prolongadas (hasta 
minutos) (North, 2002). Además, las aplicaciones de larga duración a veces van 
acompañadas de incrementos en la amplitud de la corriente (Surprenant et al., 
1996; Virginio et al., 1997; North, 2002). 
Señalización del receptor P2X7. 
La estimulación del receptor con agonistas durante un breve periodo de 
tiempo (<10 segundos) conduce a una apertura rápida y reversible del canal, que 
permite el paso de iones Na+, K+ y Ca2+ (Surprenant et al., 1996). Los cambios 
producidos en la concentración intracelular de potasio, como consecuencia de 
dicha activación, inducen la activación de caspasa-1 y la liberación de IL-1β en 
células del sistema inmune y microglía (Kahlenberg y Dubyak, 2004; Ferrari et al., 
2006).  
La activación de los receptores P2X7 y la consecuente entrada de calcio a 
la célula también se ha asociado con otras vías de señalización entre las que se 
incluyen la fosfolipasa D (Humphreys y Dubyak, 1996), Nf-κB (Ferrari et al., 
1997a), GSK-3 (Diaz-Hernandez et al., 2008; Ortega et al., 2009; Ortega et al., 
2010) y proteínas quinasas activadas por mitógeno (MAPKs) (Aga et al., 2002). 
Diversos estudios demuestran que las diferentes MAPKs afectadas por la 
activación del receptor P2X7 varían dependiendo del modelo de estudio. Por 
ejemplo, en células del astrocitoma humano 1321, la activación del receptor P2X7 
recombinante media el incremento en la activación de ERK1/2 (Gendron et al., 
2003), mientras que no ocurre así en células humanas diferenciadas THP-1 





Además, el calcio citoplásmico es importante para la liberación de 
neurotransmisores, en un proceso dependiente de calmodulina. En esta cascada 
de señalización, el calcio activa la calmodulina, que activa a su vez la calmodulina 
quinasa II (CaMKII). Esta quinasa fosforila la sinapsina de la superficie de las 
vesículas sinápticas, provocando la liberación de las vesículas del citoesqueleto, 
de modo que puedan fusionarse con las zonas activas de la terminal presináptica 
y liberar así su contenido de neurotransmisores (Lin et al., 1990; Leon et al., 2006).  
Por otro lado, la activación del receptor P2X7 también es capaz de inducir 
la activación de otras proteínas en un proceso independiente de la entrada de 
calcio, como por ejemplo la activación de PKD en astrocitos de rata en cultivo 
(Carrasquero et al., 2010). 
En último lugar cabe destacar que la estimulación del receptor P2X7 induce 
su propia redistribución en la membrana y el citosol. Este proceso se asocia con 
cambios en el estado de fosforilación del receptor y con un aumento en la 
interacción del receptor a GRK-3 (receptor quinasa acoplado a proteína G), β-
arrestina-2 y dinamina (Feng et al., 2005). 
El receptor P2X7 en el Sistema Nervioso y su función neuronal. 
Implicaciones en neuroprotección y neurodegeneración. 
El receptor P2X7 se expresa en una gran variedad de tejidos y se asocia a 
múltiples funciones. Inicialmente se clonó en macrófagos (Buisman et al., 1988; 
Di Virgilio, 1995) y se describió su expresión, junto con los receptores P2X1 y 
P2X4, en una gran variedad de células del sistema inmune, incluyendo linfocitos 
B y T, monocitos, eritrocitos, macrófagos y microglía (Burnstock y Knight, 2004). 
Así, este receptor participa en el proceso inflamatorio por medio de la liberación 
de IL-1β en macrófagos y microglía activada, lo que puede causar la apoptosis en 
las células circundantes (Ferrari et al., 2006; Di Virgilio, 2007).  
Durante mucho tiempo se postuló que el receptor P2X7 estaba ausente de 
las neuronas, siendo expresado únicamente por células no neurales del sistema 
nervioso como microglía, linfocitos, macrófagos y astroglía (Collo et al., 1997). 
Estudios recientes utilizando técnicas de hibridación in situ y análisis por RT-PCR 




áreas del SNC como el bulbo olfatorio, la corteza cerebral, la médula espinal, el 
cerebelo, el estriado, el tálamo e hipotálamo y el hipocampo (Yu et al., 2008b). 
Además, cada vez son más los trabajos que ponen de manifiesto la expresión 
funcional de estos receptores en neuronas (Hervas et al., 2003; Miras-Portugal et 
al., 2003; Hervas et al., 2005; Sanchez-Nogueiro et al., 2005; Leon et al., 2006; 
Alloisio et al., 2008; Diaz-Hernandez et al., 2008; Marin-Garcia et al., 2008; 
Sanchez-Nogueiro et al., 2009), participando en numerosas e importantes 
funciones. 
Cabe destacar la significativa presencia del receptor P2X7 en las 
terminales nerviosas, dado que más del 50% presentan marcaje con anticuerpos 
frente a dicha subunidad, y es posible, además, medir respuestas presinápticas 
en ellas al estimularlas con agonistas específicos del receptor P2X7 (Miras-
Portugal et al., 2003; Hervas et al., 2005). Esta localización tan específica apoya 
una de las funciones más importantes de estos receptores, la modulación de la 
liberación de neurotransmisores como el glutamato o el GABA (Atkinson et al., 
2004; Papp et al., 2007; Sperlagh et al., 2007; Leon et al., 2008).  
Los receptores P2X7 se han descrito como agentes involucrados en 
procesos neurodegenerativos regulando la concentración intracelular de calcio, la 
liberación y procesamiento de la IL-1β, activación de caspasas y liberación de 
glutamato en condiciones patológicas como inflamación, daño mecánico, 
isquemia y estrés (Solle et al., 2001; Le Feuvre et al., 2002; Chessell et al., 2005; 
Sperlagh et al., 2006). En pacientes afectados de Alzheimer, así como en modelos 
de ratones transgénicos empleados en el estudio de esta enfermedad, la 
expresión del receptor P2X7 en cerebro se encuentra incrementada alrededor de 
las placas amiloides y localizada en la microglía activada y en astrocitos 
(Parvathenani et al., 2003; McLarnon et al., 2006). Los receptores P2X7, además, 
median la producción de peróxido de hidrógeno en microglía, contribuyendo así a 
la neurodegeneración que sucede en un modelo animal de esta enfermedad 
(Parvathenani et al., 2003; McLarnon et al., 2006). Una descripción más detallada 






En otros sistemas, como las neuronas granulares de cerebelo de rata, la 
activación de este receptor está asociada a la supervivencia neuronal frente a 
determinados estímulos proapoptóticos (Ortega et al., 2009; Ortega et al., 2010). 
Los receptores P2X7 también median la producción de 2-araquidonilglicerol y 
endocannabinoides en astrocitos y microglía, contribuyendo en los procesos 
neuroprotectores (Witting et al., 2004; Witting et al., 2006). Además, la 
estimulación de los receptores induce la fosforilación de CREB (proteína de unión 
al elemento de respuesta a AMPc) lo que genera un efecto inhibitorio de la 
inflamación en la microglía (Potucek et al., 2006). 
 
2. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 
 
La enfermedad de Alzheimer fue descrita por primera vez por Alois 
Alzheimer, psiquiatra y neurólogo alemán que fue pionero en asociar síntomas 
clínicos con cambios microscópicos en el cerebro. Publicó en 1906 el caso de 
Auguste Deter, una paciente que estudió desde 1901 y que sufría pérdida 
profunda de memoria, se sentía perseguida, veía objetos ocultos y otros cambios 
psicológicos que empeoraban con el tiempo. Tras el fallecimiento de la paciente, 
en la autopsia cerebral observó cambios dramáticos y depósitos anormales dentro 
y alrededor de las neuronas.  
2.1 Sintomatología de la Enfermedad de Alzheimer. 
La enfermedad de Alzheimer (AD) es la enfermedad neurodegenerativa 
con mayor prevalencia, afectando al 10% de la población mayor de 65 años y al 
50% de la población mayor de 85. Además, existe un pequeño sub-grupo de 
pacientes con un desarrollo temprano de la enfermedad (entre la cuarta y la sexta 
década) debido a la presencia de mutaciones de herencia dominante. La mayoría 
de estos casos familiares (Enfermedad de Alzheimer Familiar o FAD) presentan 
mutaciones en los genes que codifican para la proteína precursora de amiloide 
(APP) y las presenilinas (PS1 y PS2). Se han realizado esfuerzos importantes para 




sus rasgos clinicopatológicos son idénticos a aquellos que presenta la enfermedad 
de desarrollo normal. 
La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por una demencia progresiva, 
una pérdida gradual de la memoria de acontecimientos recientes y de la capacidad 
de razonar y de manipular objetos cotidianos. La progresión de la enfermedad 
lleva a una pérdida completa de la capacidad cognitiva con total apatía emotiva y 
desconexión del entorno. Desde el punto de vista de la fisiopatología, la 
enfermedad se caracteriza por una atrofia notable de la corteza cerebral, con 
aparición de placas neuríticas extracelulares (o placas seniles), que son depósitos 
de péptidos β-amiloide (Aβ) de diferente tamaño. Estos péptidos son producidos 
por el fraccionamiento proteolítico secuencial de la proteína precursora de 
amiloide APP. En el interior de las neuronas aparecen otros acúmulos conocidos 
con el nombre de ovillos neurofibrilares (NFTs), constituidos en su mayoría por 
una forma hiperfosforilada de la proteína tau (Figura 5). 
 
Figura 5. Neuropatología principal de la enfermedad de Alzheimer, visualizada al microscopio 
en corteza cerebral de un paciente. Se aprecian las placas de amiloide (puntas de flecha) y los 





2.2 Proteína tau. 
La proteína tau pertenece a la familia de proteínas asociadas a 
microtúbulos (MAPs). El gen de la proteína tau se localiza en humanos en el 
cromosoma 17. Su expresión se encuentra regulada por mecanismos de splicing 
alternativo y existen seis isoformas diferentes en el cerebro adulto humano. 
Se expresa principalmente en neuronas, donde juega un papel importante 
en el ensamblaje de los monómeros de tubulina en microtúbulos para formar la 
red de microtúbulos neuronal, los cuales contribuyen al mantenimiento de la forma 
celular y sirven como vía de transporte a través de los axones. Tau también 
establece vínculos entre microtúbulos y otros elementos del citoesqueleto, como 
los neurofilamentos y los filamentos de actina, u otras proteínas, como la 
espectrina (Buée et al., 2000). Estudios anteriores demostraron que estas 
actividades están reguladas en gran parte por el estado de fosforilación de tau 
(Mandelokow et al., 1995; Lovestone et al., 1997), así como por el número de 
dominios funcionales de unión a tubulina, localizados en el extremo C–terminal. 
Esto último depende del corte alternativo del exon 10 (Goedert et al., 1990; Scott 
et al., 1991).  
La proteína tau, en su forma hiperfosforilada, es el constituyente 
mayoritario de los ovillos neurofibrilares (NFTs) descritos en la enfermedad de 
Alzheimer y numerosos trastornos neurodegenerativos denominados “taupatías”. 
La fosforilación anormal de la proteína hace perder la capacidad de tau de unirse 
a los microtúbulos y lograr su ensamblaje. La hiperfosforilación de tau causa 
degeneración neurofibrilar, secuestrando proteinas asociadas a los microtúbulos 
(Andorfer et al., 2003). El desplazamiento y sustitución en el citoesqueleto normal 
por NFTs de tau hiperfosforilada, hace que se depositen acúmulos de β-amiloide 
en el espacio extracelular, el parénquima cerebral y sus vasos. La tau 
hiperfosforilada, a diferencia de la normal, no estimula el ensamblaje de la tubulina 
en los microtúbulos y provoca su desansamblaje mediante el secuestro de MAPs 
(Cleveland, 1977). La rotura de la red microtubular compromete el flujo 




2.3 Proteína precursora de amiloide (APP). 
El gen APP se localiza en humanos en el cromosoma 21. El procesamiento 
alternativo del producto de dicho gen conduce a la generación de múltiples 
isoformas de la proteína APP, siendo las tres principales APP695, APP751 y 
APP770 (de 695, 751 y 770 aminoácidos, respectivamente). APP751 y APP770 
se expresan en la mayoría de los tejidos y contienen un dominio Inhibidor de 
Proteasa Kunitz (KPI), de 56 aminoácidos, dentro de sus regiones extracelulares 
(Zhang et al., 2011). APP695 se expresa predominantemente en neuronas y 
carece de este dominio KPI (Kang et al., 1990; Rohan de Silva et al., 1997). 
Existen estudios que demuestran que los niveles de proteína y de ARNm de las 
isoformas APP751 y APP770 se encuentran elevados en cerebros de pacientes 
con Alzheimer y se asocian a un aumento en los depósitos de Aβ (Menendez-
Gonzalez et al. 2005). También se ha visto que una activación prolongada de 
receptores extracelulares de NMDA en neuronas puede conllevar una mayor 
expresión de las isoformas que contienen el dominio KPI, acompañada de un 
aumento en la producción del péptido Aβ (Bordji et al., 2010).  
APP pertenece a una familia de proteínas que, en mamíferos, incluye a la 
APP-like protein 1 (APLP1) y la APP-like protein 2 (APLP2) (Wasco et al., 1992; 
Wasco et al., 1993). Todas ellas son proteínas transmembrana tipo I y se procesan 
de manera similar. El dominio Aβ se encuentra únicamente en la proteína APP, 
aunque la familia comparte otros dominios conservados, como los dominios E1 y 
E2 en la secuencia extracelular. Estudios realizados con ratones knockout (KO) 
sugieren alguna redundancia funcional entre estos homólogos, ejercida por 
motivos diferentes al dominio Aβ. Los ratones KO para APP son viables y fértiles, 
aunque presentan un fenotipo ligeramente anormal (Zheng et al. 1995; Dawson et 
al., 1999). Los ratones KO para APLP1 y APLP2 también son viables y fértiles, 
pero los ratones doble knockout APP/APLP2 y APLP1/APLP2 y los ratones triple 
knockout APP/APLP1/APLP2 muestran una elevada tasa de letalidad post-natal 
(von Koch et al., 1997; Heber et al., 2000; Herms et al., 2004). Curiosamente los 
ratones doble knockout APP/APLP1 son viables, lo que sugiere que APLP2 es 





2.3.1 Función de la APP 
A pesar de haber sido objeto de muchos estudios desde su 
descubrimiento, las funciones fisiológicas de la APP siguen sin estar claramente 
identificadas. Sin embargo, los trabajos de varios grupos sugieren que esta 
proteína juega un papel importante en procesos fundamentales para el desarrollo 
neuronal:  
Movimiento celular y crecimiento neurítico 
La migración celular y el crecimiento de neuritas se encuentran 
influenciadas por la interacción entre la membrana celular, la matriz extracelular y 
señales solubles que conducen a la reorganización del citoesqueleto de actina 
(Soldano et al., 2014). Está demostrado que la APP interacciona con varios 
components de la matriz extracelular, como el colágeno tipo I (Beher et al., 1996), 
la laminina (Kibbey et al., 1993) o los proteoglicanos de heparán sulfato (Caceres 
et al., 1997). Varios estudios se centran en los mecanismos moleculares de estas 
interacciones y su efecto en el movimento celular. Uno de ellos demuestra que la 
tasa de migración celular in vitro aumenta con la sobreexpresión de APP, 
posiblemente debido a su interacción con la proteína de unión a actina Mena y la 
modulación de la polimerización de la actina. Estas observaciones fueron 
confirmadas in vivo al demostrar que la APP se localiza en el cono de crecimiento 
(Sabo et al., 2003) sugiriendo un papel de la APP en la regulación de la motilidad 
del cono de crecimiento. Más recientemente otros grupos han analizado en detalle 
el papel de la APP en la formación y extensión del cono de crecimiento y 
observaron que el sAPPα (fragmento soluble de la APP, generado tras su 
procesamiento por la α-secretasa) interacciona con la semaforina 3A (Sema3A), 
un inhibidor del crecimiento axonal. sAPPα inhibe el colapso del cono de 
crecimiento inducido por Sema3A sugiriendo que el papel de la APP en el 
movimiento celular y crecimiento axonal está mediado por modificaciones en el 
citoesqueleto. La APP también media la adhesión a la laminina extracelular (Sosa 
et al., 2013). La pérdida de APP en cultivos de hipocampo reduce la adhesión de 
la laminina, el tamaño del cono de crecimiento y la longitud axonal. La actividad 




importantes reguladores del crecimiento neurítico al activar fosfatasas del 
citoesqueleto (Robles et al., 2003). La neutralización de sAPPα previene el 
aumento en la longitud de neuritas de neuronas derivadas de células madre, 
provocada por despolarización. Evidencias adicionales del papel de la APP en 
neuritas se han obtenido a partir del estudio de modelos in vivo: Ratones mutantes 
APP/APLP1/APLP2 muestran una alta incidencia de displasia cortical (Herms et 
al., 2004). La electroporación in utero de shRNAi de APP en progenitores 
corticales resulta en una migración defectuosa de neuronas corticales. Estas 
células se diferencian prematuramente y forman una heterotopia permanente bajo 
la placa cortical. Este estudio parece mostrar el efecto contrario al visto en el 
análisis con ratones knockout. Sin embargo ambos apoyan la idea de que la APP 
juega un papel cuantitativo en la migración neuronal (Young-Pearse et al., 2007). 
Además, este estudio aporta pruebas de que Dab1, un adaptador que forma parte 
de la señalización por tirosina-quinasas Abl, actúa de manera subsecuente al 
APP, sugiriendo que la señalización por Abl puede ser un efector clave de la 
señalización por APP en neuronas corticales. La pérdida de APP durante el 
desarrollo cortical también provoca un crecimiento dendrítico defectuoso: ratones 
KO para APP poseen menor número de dendritas y de menor longitud (Hoe et al., 
2009), de manera similar a los ratones KO para reelina. La interacción entre APP 
y reelina también es crítica para el crecimiento dendrítico en cultivos primarios de 
neuronas hipocampales, mediada probablemente por integrinas. Otro estudio 
(Young-Pearse et al., 2008) afirma que el sAPPα es capaz de bloquear la 
interacción entre APP y la integrina β1, lo cual inhibe la actividad promotora del 
crecimiento de la integrina β1. Estos resultados son de especial interés ya que 
sugieren que diferentes formas de la APP pueden tener efectos diferentes e 
incluso contrarios.  
Todos estos estudios tanto in vitro como in vivo describen al APP como un 
co-transductor de varias señales de motilidad neuronal hacia el citoesqueleto, 







Formación y función de las sinapsis 
Otro paso muy importante en el desarrollo del circuito neuronal es el 
establecimiento de conexiones sinápticas y existen numerosos estudios que 
demuestran la importancia de la APP en la formación de sinápsis en la unión 
neuromuscular.  
En mamíferos, la APP es necesaria en neuronas motoras y músculos para 
asegurar una unión neuromuscular funcional, donde la APP pre- y post-sináptica 
cooperan para modular la estructura y la funcionalidad de dicha unión (Wang et 
al., 2009). Esto también se ha observado en pez zebra y Drosophila, donde una 
reducción de AP+Pβ y APPL, respectivamente, resulta en una densidad alterada 
de sitios pre- y post-sinápticos en la unión neuromuscular. Sin embargo, poco se 
conoce sobre los mecanismos moleculares que subyacen a esta función. En el 
sistema nervioso central, la deficiencia de APP disminuye el número de espinas 
dendríticas (Tyan et al., 2012). Esto se correlaciona con un deterioro en la 
potenciación a largo plazo (LTP). Este deterioro puede ser reducido por sAPPα 
pero no por sAPPβ (el fragmento secretado de la APP, generado tras su 
procesamiento por la β-secretasa), demostrando las diferentes funciones de los 
distintos productos de la APP. Además, la infusión, mediante una cánula, de 
sAPPα en el cortex frontal de ratones, conlleva un aumento en el número de 
botones presinápticos corticales (Bell et al., 2008). Un efecto similar se observa 
en ratones transgénicos que sobreexpresan la α-secretasa ADAM10, sugiriendo 
que el procesamiento no amiloidogénico de la APP promueve la formación de 
sinapsis. Pero, aunque parece evidente que la APP juega un papel importante en 
la regulación de la formación de sinapsis, aún queda mucho camino para poder 
clarificar las cascadas de señalización implicadas en estos procesos.  
Mecanismos moleculares de la actividad del APP 
La literatura mencionada hasta ahora sugiere mecanismos comunes de 
señalización que median las funciones de la APP. Cada vez hay más evidencias 
que sugieren que tanto la APP como sus diferentes formas secretadas poseen 
relevancia fisiológica y pueden actuar en dianas comunes, a veces con efectos 




efectores que median las acciones de la APP, sugieren que esta proteína regula 
cascadas que finalmente resultan en la modificación del citoesqueleto (Figura 6). 
Varios estudios subrayan la conexión entre APP e integrina β. Se ha visto que la 
APP se encuentra colocalizada con integrinas en diferentes contextos (Yamazaki 
et al., 1997) e interaccionando físicamente con ellas (Hoe et al., 2009; Young-
Pearse et al., 2008). Las integrinas están involucradas en crecimiento neurítico, 
adhesión y migración celular y conectan la matriz extracelular con el entorno 
intracelular, dando lugar al reordenamiento del citoesqueleto. Curiosamente, la 
Integrina β1, junto con la reelina, disminuyen significativamente la internalización 
del APP y aumentan su presencia en la membrana y su subsecuente secreción 
(Hoe et al., 2009). Este mecanismo, junto con la evidencia de que el sAPPα 
compite con la APP para unirse a la Integrina β1, sugiere la presencia de un bucle 
de retroalimentación positivo. Otro efector que ya ha sido descrito en varias 
ocasiones como modulado directa o indirectamente por la APP es la tirosina 
quinasa Abl. Esta quinasa está involucrada en la polimerización de la actina y su 
sustrato Mena regula la arquitectura de los lamelipodios y de la actina. APP y la 
proteína FE65 están presentes en las regiones móviles de los conos de 
crecimiento e incrementan la motilidad celular (Sabo et al., 2001). El hecho de que 
estas dos proteínas colocalicen con Mena, la cual regula por sí misma la motilidad 
celular, apoyan la hipótesis de que APP y FE65 regulan dicha motilidad como parte 
de un complejo macromolecular mayor. Además, la proteína adaptadora Dab1, 
que interviene en la cascada de señalización de Abl, actúa también, por debajo de 
la APP, modulando la migración cortical (Young-Pearse et al., 2007). En 
Drosophila, la APPL puede inducir arborización axonal (Leyssen et al., 2005) y 
esta función requiere Abl. Finalmente, la APPL modula la señalización Wnt-PCP 
mediante la fosforilación de la proteína Dishevelled (Dsh) por Abl. Todos estos 
datos sugieren que Abl es un modulador fundamental en la señalización de APP 
hacia el citoesqueleto en respuesta a señales externas. Otro dato interesante es 
que la APP parece actuar como co-receptor en respuesta a netrina-1 (Rama et al., 
2012). En presencia de netrina-1 la APP interacciona con DCC aumentando la 
señalización por ERK1/2 mediada por DCC. Finalmente, la APPL en la Drosophila 





actuar como un receptor acoplado a Goα (Ramaker et al., 2013). Las 
proteínas G heterotriméricas transducen señales desde la membrana hasta el 
citoesqueleto dando lugar a cambios en la motilidad celular y el crecimiento 
neurítico (Dave et al., 2009). Otro candidato interesante para actuar como efector 
o modulador del APP es la quinasa c-Jun N-terminal (JNK). La señalización vía 
JNK es importante en diversos procesos de desarrollo y se ha visto que es 
necesaria para el efecto de la sobreexpresión de APP en Drosophila (Leyssen et 
al., 2005). Estudios previos en ratones y moscas demuestran que JNK es el efector 
final de PCP en el crecimiento axonal. La fosforilación del dominio intracelular de 
la APP mediado por JNK se ha visto implicado en la regulación de la localización 
de APP en conos de crecimiento y neuritas (Muresan et al., 2005). Curiosamente 
la expresión de APP y la activación de JNK son co-inducidas bajo situaciones de 
estrés o de lesión, sugiriendo que los pacientes de Alzheimer pueden presentar 













Figura 6. El APP puede actuar como co-receptor transduciendo diversas señales 
extracelulares que convergen en quinasas dando lugar a una regulación del citoesqueleto 
neuronal. Adaptado de Soldano et al., 2014. 
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2.3.2 Procesamiento de la APP 
La proteína precursora de amiloide APP es sintetizada en el retículo 
endoplasmático y luego es transportada a través del aparato de Golgi hasta la 
región trans-Golgi, donde se encuentra la mayor concentración de APP en 
neuronas (Xu et al., 1997; Hartmann et al., 1997; Greenfield et al., 1999). El 
péptido Aβ es generado en el retículo endoplasmático y en el Golgi/trans-Golgi 
(Greenfield et al., 1999). Desde el trans-Golgi, la APP puede ser transportada en 
vesículas secretoras a la superficie celular donde puede ser escindida por la 
α-secretasa dando lugar a una molécula soluble sAPPα (Sisodia, 1992) o puede 
ser reinternalizada por una vía de degradación endosomal/lisosomal (Nordstedt 
et al., 1993; Caporaso et al., 1994). También se ha propuesto que la Aβ pueda ser 
generada en el sistema lisosomal/endosomal (Haass et al., 1993). Mientras que el 
péptido Aβ es neurotóxico, existen estudios que sugieren que el sAPPα es 
neuroprotector (Furukawa et al., 1996; Mattson et al., 1997; Han et al., 2005), por 









Figura 7. Representación esquemática del procesamiento diferencial de la APP y los 




α-secretasa y vía no amiloidogénica 
El procesamiento del APP por la α-secretasa evita la generación del 
péptido Aβ ya que el sitio de ruptura de esta proteasa se encuentra dentro del 
dominio Aβ (entre Lys16-Leu17) (Figura 7). Este procesamiento libera un 
ectodominio soluble grande llamado sAPPα, quedando unido a la membrana un 
fragmento carboxilo-terminal (CTF) de la APP, de 83 aminoácidos de longitud, 
denominado αCTF o C83 (Figura 7). La generación de este sAPPα es un evento 
constitutivo, pero también puede ser regulado por diversos factores. Los primeros 
estudios sugerían que la α-secretasa era una endoproteasa unida a membrana 
que procesa el APP fundamentalmente en la membrana plasmática (Sisodia, 
1992). Utilizando un rango de inhibidores de proteasas se ha determinado que la 
α-secretasa es una zinc-metaloproteinasa (Roberts et al., 1994). Varios miembros 
de la familia ADAM (desintegrina y metaloproteinasa) poseen una actividad tipo α-
secretasa y tres de ellas han sido propuestas como la α-secretasa responsable de 
este proceso: ADAM9, ADAM10 y ADAM17. Al igual que APP, todas ellas son 
proteínas transmembrana tipo I. 
ADAM17 (también llamada enzima convertidora del factor de necrosis 
tumoral α o TACE) puede ser escindida proteolíticamente para liberar su dominio 
extracelular como TGF-α soluble. (Black et al., 1997). En células ADAM17-
deficientes el procesamiento α regulado de la APP se ve abolido, lo que sugiere 
que esta proteasa es probablemente la α-secretasa responsable de la escisión 
regulada del APP (Buxbaum et al., 1998). Además, un inhibidor de ADAM17 
previno la actividad α-secretasa regulada en neuronas humanas (Blacker et al., 
2002), mientras que el uso de un RNA de interferencia (RNAi) para ADAM10 no 
tuvo ningún efecto sobre el procesamiento α de la APP (Kuhn et al., 2002). Varios 
estudios más confirman que ADAM17 afecta a la vía de procesamiento α regulada 
(que no constitutiva) en varias líneas celulares (Merlos-Suarez et al., 2001).  
La co-expresión de ADAM9 con APP promovió la producción de sAPPα 
tras el tratamiento con un éster de forbol, sugiriendo que ADAM9 posee una 





ADAM9 no tuvo ningún efecto sobre la formación de sAPPα, demostrando que 
ADAM9 sólo está implicada en el procesamiento α regulado, no constitutivo. 
La sobreexpresión de ADAM10 aumenta el procesamiento α, mientras que 
la expresión de una forma dominante negativa de ADAM10 o el uso de un RNAi 
para ADAM10, inhibe la actividad α-secretasa endógena en varias líneas 
celulares, incluyendo neuronas primarias murinas (Lammich et al., 1999; Lopez-
Perez et al., 2001; Kuhn et al., 2010). Muy significativo es el hecho de que la 
formación de sAPPα fue prácticamente abolida en ratones knockout condicionales 
para ADAM10 neural (Jorissen et al., 2010). Niveles muy reducidos de ADAM10 
en plaquetas de pacientes esporádicos de Alzheimer también se correlacionaron 
con niveles significativamente inferiores de sAPPα encontrados en sus plaquetas 
y líquido cefalorraquídeo y con una actividad α-secretasa muy reducida en 
homogeneizados de cortex temporal (Tyler et al., 2002). Estos estudios sugieren 
que ADAM10 es la α-secretasa constitutiva que es activa en la superficie celular, 
aunque también puede haber alguna redundancia funcional en la actividad α-
secretasa dentro de la familia ADAM. 
Al contrario que Aβ, el fragmento sAPPα juega un papel importante en la 
supervivencia y plasticidad neuronal, y es neuroprotector frente a excitotoxicidad 
(Furukawa et al., 1996; Mattson et al., 1997). El sAPPα también inhibe el estrés 
inducido por la activación de CDK5 y participa en numerosos procesos 
neuroprotectores (Han et al., 2005; Ma et al., 2009; Marcade et al., 2008; Levites 
et al., 2003). Curiosamente, la expresión de sAPPα por sí solo es capaz de evitar 
las anomalías presentes en ratones deficientes en APP (Ring et al., 2007), lo cual 
sugiere que la mayoría de las funciones fisiológicas de esta proteína son 
medidadas por sAPPα. 
β-secretasa y vía amiloidogénica 
El primer paso en la generación del péptido Aβ es la proteólisis de la APP 
por la β-secretasa. En los años 1999-2000, varios grupos identificaron a BACE1 
(también llamada Asp2 o memapsina2) como la principal β-secretasa. BACE1 es 




transmembrana tipo I cerca del extremo C-terminal (Sinha et al., 1999; Vassar et 
al., 1999; Yan et al., 1999; Lau et al., 2000). La sobreexpresión o inhibición de 
BACE1 induce o inhibe, respectivamente, el procesamiento de APP en los sitios β 
conocidos, Asp1 y Glu11. Estudios in vitro con APP sintético confirman esta 
escisión por parte de BACE1. Estos resultados proporcionan evidencias de que 
BACE1 es la β-secretasa involucrada en el metabolismo de la APP (Cai et al., 
2001) y se cree que la actividad de BACE1 es el factor limitante en la formación 
de Aβ a partir de APP. 
Un precursor de mayor tamaño, pro-BACE1, es modificado por 
glicosilación y fosforilación y es escindido por parte de una endoproteasa tipo 
furina para producir BACE1 maduro (Creemers et al., 2001; Bennett et al., 2000). 
BACE1 requiere de un ambiente acídico para una actividad óptima y al 
sobreexpresar BACE1 en varias líneas celulares pre-mitóticas se observó que se 
localiza mayoritariamente en el Golgi temprano, Golgi tardío/endosomas 
tempranos y endosomas que proporcionan este ambiente acídico. Además, 
BACE1 también se puede encontrar en la superficie celular (Walter et al., 2001; 
Huse et al., 2000; Huse et al., 2002). Los mecanismos que regulan el transporte y 
la actividad de BACE1 aún no se han dilucidado completamente. En algunos 
estudios se observa que BACE1 puede interaccionar con proteínas 
reticulon/Nogo, cuya expresión incrementada puede bloquear BACE1 en el 
retículo endoplasmático con un ambiente de pH neutro y por tanto inhibir así su 
actividad y la producción de Aβ (He et al., 2002; Murayama et al., 2006; Shi et al., 
2009). Por otra parte, también se ha visto que proteínas GGA (Golgi localized γ-
ear-containing ARF-binding) interaccionan con BACE1 y regulan su transporte 
entre el Golgi y los endosomas tempranos y que una disminución en los niveles 
de estas proteínas aumenta la acumulación de BACE1 en endosomas tempranos 
acídicos lo que conlleva una mayor estabilidad de BACE1 y un mayor 
procesamiento β del APP (He et al., 2005; Tesco et al., 2007; Wahle et al., 2005).  
El posible papel de BACE1 como diana terapéutica ha sido estudiado en 
numerosas ocasiones. Uno de los primeros estudios sugería que ratones knockout 
para BACE1 no producían niveles apreciables de Aβ y no presentaban un fenotipo 





la deficiencia en BACE1 evita la disfunción colinérgica, la pérdida neuronal y los 
problemas de memoria, todo ello correlacionado con una disminución dramática 
en los niveles de Aβ40/Aβ42 (Ohno et al., 2004; Ohno et al., 2007). Además, varios 
estudios han demostrado que los niveles de proteína BACE1 y su actividad se 
encuentran elevados en las zonas del cerebro afectadas por Alzheimer (Yang et 
al., 2003; Johnston et al., 2005). Todos estos resultados sugieren que BACE1 
puede ser una buena diana terapéutica para la enfermedad de Alzheimer. Sin 
embargo, algunos estudios más recientes han encontrado algunos rasgos 
fenotípicos anormales en ratones KO para BACE1. Dominguez y cols. (2005) 
observaron que un número variable pero significativo de ratones murieron en las 
primeras semanas después de nacer. Estos ratones KO para BACE1 eran más 
pequeños e hiperactivos y presentaban alteraciones electrofisiológicas en la 
inactivación de sus canales de sodio dependiente de voltaje. También sufrían de 
hipomielinización en nervios periféricos y tenían comportamientos neurológicos 
alterados probablemente debidos a un menor procesamiento de la neuregulina en 
ausencia de BACE1, ya que la neuregulina1 es otro sustrato de BACE1 (Hu et al., 
2006; Willem et al., 2006). Además, se han identificado otros sustratos de BACE1, 
incluido la subunidad β2 del canal de sodio activado por voltaje (Nav1), la α2,6-
sialiltranferasa (localizada en Golgi y unida a membrana), PSGL-1 (P-selectin 
glycoprotein ligand-1), etc. Por lo tanto, quizá BACE1 no sea una diana terapéutica 
tan segura como se pensó al principio. 
BACE2 es un homólogo de BACE1 localizado en 21q22.3, una región 
crítica en el síndrome de Down. Como también se observa un acúmulo de Aβ en 
este síndrome, la localización de este gen sugiere una asociación entre BACE2 y 
el procesamiento de APP. De hecho, en estudios enzimáticos in vitro se ha 
observado que BACE2 también procesa sustratos de la β-secretasa, como la APP 
(tanto la forma salvaje como la que porta la mutación sueca), de manera parecida 
a BACE1 (Hussain et al., 2000). Sin embargo, la expresión de BACE2 en neuronas 
es sustancialmente menor que la expresión de BACE1 (Bennett et al., 2000b), y 
además BACE2 escinde el APP cerca del sitio del procesamiento α de una manera 
mucho más eficaz que cerca del sitio β (Yan et al., 2001). Estos resultados 




contribución de BACE2 en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer. 
Mientras que los ratones KO para BACE2 son sanos, un déficit en BACE1 y 
BACE2 aumenta la letalidad del KO para BACE1, sugiriendo una ligera 
redundancia funcional (Dominguez et al., 2005).  
Además de BACE1 y BACE2, también se ha propuesto que la catepsina B 
actúe como una β-secretasa adicional. Se ha visto que la inhibición de esta enzima 
reduce la producción de Aβ tanto in vitro como in vivo (Hook et al., 2005; Hook et 
al., 2009). Sin embargo, se necesitarían más estudios para confirmar que la 
catepsina B realmente ejerce una actividad β-secretasa fisiológica.  
Tras el procesamiento β, el ectodominio de la APP también es liberado 
como una forma soluble sAPPβ. A pesar de que sAPPβ solo se diferencia de 
sAPPα en que no posee la región Aβ1-16 en el extremo C-terminal (Figura 7), el 
sAPPβ ha sido descrito como ligando del receptor de muerte 6 y media la 
eliminación de sinapsis (o “pruning”) y la muerte neuronal (Nikolaev A et al., 2009). 
Los fragmentos carboxilo terminales (CTFs) del APP, formados en los 
procesamientos α y β y conocidos como αCTF y βCTF, respectivamente, se 
mantienen unidos a la membrana y serán escindidos nuevamente por la 
γ-secretasa. Estos CTFs son productos intermedios por lo que su función ha sido 
mucho menos caracterizada. Sin embargo, se ha visto que la sobreexpresión de 
βCTF es citotóxica y provoca degeneración neuronal, quizás interfiriendo en la 
transducción de la señal de la APP (Yankner et al., 1989; Oster-Granite et al., 
1996). También es posible que el efecto citotóxico de βCTF sea mediado por los 
productos finales del procesamiento por la γ-secretasa o por caspasas, incluyendo 
el dominio intracelular del APP (AICD), C31 y Jcasp que son citotóxicos. 
Recientemente se ha visto que el βCTF puede regular el transporte a membrana 
de la γ-secretasa, quizás a través de la unión enzima-sustrato (Liu et al., 2009). 
Es posible que αCTF posea un efecto similar ya que también es un sustrato de la 
γ-secretasa. 
γ-secretasa  
Tanto αCTF como βCTF, los fragmentos carboxilo terminales que quedan 





procesamiento posterior por la γ-secretasa para dar lugar a p3 y Aβ, 
respectivamente (Figura 7). El fragmento p3 es degradado rápidamente y se cree 
que no posee ninguna función importante. La proteólisis por la γ-secretasa es 
única en cuanto a que el sitio de ruptura se encuentra en el dominio 
transmembrana, aunque el lugar específico puede variar. La γ-secretasa puede 
dar lugar tanto a un péptido amiloide de 40 aminoácidos Aβ40 (la especie 
mayoritaria) como a uno de 42 Aβ42 (la especie más amioloidogénica), además 
de liberar el dominio intracelular de la APP (AICD). Datos recientes sugieren que 
la PS/γ-secretasa también media la ruptura en los sitios de procesamiento 
ζ (Aβ46) y ε (Aβ49) (Sastre et al., 2001; Weidemann et al., 2002), sugiriendo un 
modelo de procesamiento secuencial donde la proteólisis en el sitio ε es seguida 
de proteólisis en los sitios ζ y γ. Existe mucha evidencia de que la actividad 
γ-secretasa reside en un complejo de elevado peso molecular, compuesto por al 
menos cuatro componentes: presenilinas (PS, PS1 o PS2), nicastrina, APH-1 y 
PEN-2 (Kimberley et al., 2003; Takasugi et al., 2003). En mamíferos existen dos 
presenilinas homólogas, PS1 y PS2. Mutaciones en estos dos genes, 
especialmente en PS1, son causantes de la mayoría de los casos de Alzheimer 
familiar (Levy-Lahad et al., 1995; Sherrington et al., 1995). Las presenilinas son 
proteínas multitransmembrana con un número indefinido de dominios 
transmembrana. Las presenilinas sufren procesamiento endoproteolítico dando 
lugar al fragmento N-terminal (NTF) y el fragmento C-terminal (CTF) formando un 
heterodímero functional (Borchelt et al., 1996). Estas proteínas poseen dos 
residuos de Asp altamente conservados imprescindibles para la actividad 
γ-secretasa. Los heterodímeros NTF/CTF de PS1 se unen a inhibidores análogos 
del estado de transición de la γ-secretasa, lo cual sugiere que las PS son los 
componentes catalíticos cruciales de la γ-secretasa. Esta idea ha sido confirmada 
recientemente por estudios realizados in vitro (Li et al., 2000). La nicastrina, el 
primer cofactor de la presenilina en ser identificado es una glicoproteína 
transmembrana tipo I y es considerada la proteína de andamiaje del complejo 
γ-secretasa. Un estudio demostró que el ectodominio de nicastrina se une a APP 
y Notch y los puede reclutar al complejo γ-secretasa, sugiriendo que la nicastrina 




componentes, APH1 y PEN2 fueron identificados mediante el screening genético 
de Caenorhabditis elegans (Francis et al., 2002; Goutte et al., 2002). APH1 
interacciona con nicastrina para formar un intermedio estable en un estado 
temprano de ensamblaje del complejo γ-secretasa. PEN2 regula la endoproteolisis 
de PS (Ahn et al., 2010). Cada uno de estos cuatro componentes son necesarios 
para la actividad enzimática del complejo, y un déficit en cualquiera de ellos 
disminuye de manera dramática la actividad γ-secretasa. La coexpresión de los 
cuatro componentes en Saccharomyces cerevisiae es necesaria y suficiente para 
reconstituir la actividad γ-secretasa, que no es endógena en la levadura (Edbauer 
et al., 2003; Greenfield et al., 1999). Además de estos cuatro componentes críticos 
se ha propuesto que existen otros factores que actúan como componentes 
adicionales de la γ-secretasa. Sin embargo, estos factores jugarían un papel 
modulador y no son esenciales para su actividad: CD147 es una glicoproteína 
transmembrana e interacciona con los cuatro componentes esenciales de la 
γ-secretasa. Una disminución en sus niveles aumenta la producción de Aβ, pero 
su sobreexpresión no tiene ningún efecto sobre la generación del péptido 
β-amiloide (Zhou et al., 2005). TM21/p23 se une al complejo γ-secretasa a través 
de su dominio transmembrana y regula la proteolísis γ, pero no la ε (Chen et al., 
2006; Pardossi-Piquard et al., 2009). Sin embargo, otro estudio no fue capaz de 
demostrar la unión de TMP21/p23 a la γ-secretasa y en cambio sugería que 
TMP21/p23, que pertenece a la familia de proteínas p24 involucradas en la 
regulación del transporte vesicular, influye en el transporte de APP y por tanto en 
la generación de Aβ (Vetrivel et al., 2007). Recientemente se ha identificado una 
nueva proteína activadora de γ-secretasa (GSAP) que aumenta la producción de 
Aβ de manera selectiva interaccionando tanto con la γ-secretasa como con su 
sustrato APP CTF (He et al., 2010). 
Existen muchas pruebas de que el complejo γ-secretasa se encuentra 
principalmente en el retículo endoplasmático, Golgi/TGN y compartimentos 
endocíticos e intermedios, la mayoría de los cuales (excepto el TGN) no son 
localizaciones subcelulares para APP (Cupers et al., 2001; Kovacs et al., 1996). 
Además de procesar los fragmentos CTFs del APP, la γ-secretasa también 





(Haass et al., 1999), cadherina (Chen et al., 2006), tirosinasa (Wang et al., 2006), 
ErbB4 (Luo et al., 2001), CD44 (Walter et al., 2001), etc. La escisión de varios 
sustratos depende del compartimento subcelular, APP es escindida 
principalmente en el TGN y dominios endosomales tempranos, mientras que 
Notch sufre su procesamiento en la membrana plasmática (Xu et al., 1997; 
Greenfield et al., 1999; Tarassishin et al., 2004). Por tanto, alteraciones en la 
localización del complejo γ-secretasa pueden jugar un papel importante en la 
producción de Aβ y en la patogénesis de AD.  
La γ-secretasa puede liberar los dominios intracelulares (ICDs) de sus 
sustratos. Se sabe que el dominio intracelular de Notch (NICD) se transloca al 
núcleo y regula genes cruciales para el desarrollo (Kopan et al., 1996; Schroeter 
et al., 1998). Otros dominios intracelulares pueden tener la misma relevancia. Por 
ejemplo, el dominio intracelular de ErbB4 se une a promotores astrocíticos para 
suprimir su expresión (Sardi et al., 2006). De manera similar, se ha visto que el 
AICD posee actividad transactivasa y puede regular la transcripción de múltiples 
genes incluyendo APP, GSK3β, KAI1, neprilisina, BACE1, p53, EGFR y LRP1 
(Baek et al., 2002; Kim et al., 2003; von Rotz et al., 2004; Pardossi-Piquard et al., 
2005; Liu et al., 2007; Zhang et al., 2007). Además, el AICD libre puede inducir 
apoptosis y jugar un papel en la sensibilización de las neuronas a estímulos 
tóxicos (Kinoshita et al., 2002; Giliberto et al., 2008). Sin embargo, una función 
muy importante de AICD (como dominio intracelular de APP) es facilitar la 
interacción de la APP con varios factores citosólicos que regulan su transporte y/o 
su función en la transducción de señal. Curiosamente, parece que la interacción, 
mediada por AICD, entre la APP y diversos factores es controlada por el grado de 
fosforilación de AICD (Tamayev et al., 2009).  
Procesamiento por las caspasas 
Además de las secretasas, las caspasas (predominantemente la 
caspasa-3) pueden, durante la apoptosis, escindir directamente el APP en su cola 
citoplasmática, en la posición Asp664 (basada en la secuencia APP695), para 
liberar un fragmento que contiene los últimos 31 aminoácidos de la APP, llamado 




que contiene la región entre los sitios de ruptura γ y de caspasa (Park et al., 2009; 
Gervais et al., 1999; Bredesen et al., 2009). Aunque en un inicio se vio que la 
escisión por parte de la caspasa afecta al procesamiento amiloidogénico del APP 
(Gervais et al., 1999), estudios posteriores sugieren que no es así (Soriano et al., 
2001). Sin embargo, durante el proceso de neurotoxicidad inducido por Aβ, las 
caspasas activas escinden la APP para generar C31 y Jcasp, los cuales también 
son neurotóxicos iniciando así una cascada (Lu et al., 2003). Un posible 
mecanismo para la toxicidad producida por C31 es que este fragmento se 
acompleje con APP para reclutar a otros factores que inician las señales 
relacionadas con toxicidad celular (Park et al., 2009). Comparado con C31, Jcasp 
parece jugar un papel menor en la citotoxicidad (Park et al., 2009). En cualquier 
caso, el procesamiento por caspasas de la APP parece ser importante en la 
neurotoxicidad mediada por Aβ ya que una mutación en la posición Asp664 que 
inhibe esta escisión en ratones transgénicos evitó las anormalidades en sinapsis, 
electrofisiología y comportamiento, a pesar de seguir presentando estos animales 
abundantes placas de Aβ en el cerebro (Galvan et al., 2006).  
Función del péptido β-amiloide Aβ 
El efecto neurotóxico del Aβ es bien conocido. Muchas líneas de 
investigación demuestran que la sobreproducción del péptido β-amiloide provoca 
una cascada neurodegenerativa que lleva a disfunción sináptica, formación de 
ovillos neurofibrilares y, finalmente, muerte neuronal en las regiones afectadas del 
cerebro (Selkoe et al., 1998; Shankar et al., 2009). Existen dos especies tóxicas 
principales, Aβ40 y Aβ42, siendo ésta última más hidrofóbica y propensa a formar 
fibras, a pesar de que solo representa el 10% de la producción de péptido 
β-amiloide (Burdick et al., 1992). Estudios realizados sobre mutaciones de 
Alzheimer Familiar muestran un aumento consistente en el ratio Aβ42/Aβ40 
(Dawson et al., 1999; Scheuner et al., 1996). Esto sugiere que niveles elevados 
de Aβ42, en relación a los niveles de Aβ40, son críticos para la patogénesis de la 
enfermedad, ya que probablemente sirvan de núcleo para el ensamblaje del Aβ 
en oligómeros, fibrillas y placas amiloidogénicas (Jarrett et al., 1993; Iwatsubo 





A pesar de que la mayoría del Aβ es secretado fuera de la célula, también 
puede ser generado en varios compartimentos subcelulares en el interior de la 
célula, como el retículo endoplasmático, Golgi/TGN y endosomas/lisosomas. 
Además, el Aβ extracelular puede ser internalizado por la célula para su 
degradación. La existencia de Aβ intracelular implica que se puede acumular 
dentro de las neuronas y contribuir a la patogénesis de la enfermedad. Esto se ha 
confirmado con estudios de inmunofluorescencia en los que se ha visto 
inmunoreactividad intraneuronal frente al Aβ en regiones hipocampales y 
entorhinales propensas a presentar una patología AD temprana en pacientes con 
deterioro cognitivo leve (Gouras et al., 2000). En pacientes con síndrome de 
Down, el acúmulo de Aβ intracelular precede a la formación de placas 
extracelulares (Gyure et al., 2001) y el nivel de Aβ intraneuronal disminuye al 
acumularse las placas extracelulares (Mori et al., 2002). Estudios con ratones 
transgénicos confirman estos resultados revelando que la acumulación de 
Aβ intracelular es un evento temprano en el fenotipo neuropatológico, con una 
disminución en los niveles intraneuronales al irse formando las placas 
extracelulares (Oddo et al., 2003; Oddo et al, 2006; Oakley et al., 2006). El 
Aβ intraneuronal también puede perjudicar a las respuestas emocionales 
dependientes de la amígdala al interferir en la cascada de señalización de las 
ERK/MAPK (Espana et al., 2010). Se vio que una inhibición de la internalización 
de Aβ mediada por dinamina (pero no de la mediada por clatrina) redujo la 
neurotoxicidad inducida por Aβ (Yu et al., 2010). Un estudio reciente sugiere que 
el Aβ internalizado puede agregar dentro de la célula y desorganizar la membrana 
vesicular, contribuyendo así a su efecto patológico (Friedrich et al., 2010).  
El péptido Aβ fue considerado originalmente como una especie anormal y 
tóxica que solo se encontraba en el cerebro de humanos ancianos o enfermos. 
Sin embargo, el descubrimiento de especies solubles de este péptido en fluidos 
corporales de diferentes especies (Seubert et al., 1992) y en el medio 
condicionado de células en cultivo (Haass et al., 1992) rebate este concepto e 
implica una función fisiológica del Aβ. Aunque un exceso del péptido provoca 




potenciación a largo plazo hipocampal y aumentan la memoria, indicando un 
nuevo papel modulador positivo de este péptido sobre la neurotransmisión y la 
memoria (Puzzo et al., 2008; Morley et al., 2010). Un estudio usando un modelo 
transgénico de Caenorhabditis elegans mostró que la agregación del 
Aβ intracelular en células musculares puede atrapar el exceso de cobre libre y 
reducir la citotoxicidad mediada por cobre (Minniti et al., 2009). Sin embargo, 
todavía queda por aclarar si el Aβ puede formar agregados intracelulares en 
células periféricas humanas para ejercer una función fisiológica protectora.  
 
3. PROTEÍNA GSK-3 
 
La enzima glucógeno sintasa quinasa 3 (GSK-3), originalmente nombrada 
así ́ debido a su papel central en el metabolismo del glucógeno, es una 
serina/treonina quinasa con funciones clave en multitud de procesos. Constituye 
una etapa central en muchas vías de señalización y regula importantes efectos a 
nivel celular. Entre ellos, destaca su importancia dentro de los sistemas de 
señalización acoplados a factores de crecimiento como la insulina, y su 
participación dentro de la vía de Wnt, esencial para el desarrollo embrionario, 
además de su papel regulador en la síntesis proteica, la proliferación, 
diferenciación, motilidad celular, dinámica de microtúbulos y apoptosis. 
Igualmente, está implicada en el correcto funcionamiento a nivel cognitivo del 
organismo. Todas estas funciones se basan en el gran número de sustratos que 
es capaz de regular la GSK-3, de los que hasta la fecha se han identificado más 
de 40, entre los que se encuentran factores de iniciación, elementos del ciclo 
celular, factores de transcripción y proteínas implicadas en la dinámica de los 
microtúbulos y adhesión celular, sin olvidar por supuesto, las que participan en la 
regulación del metabolismo. Estas importantes funciones reguladoras de la GSK-
3 llevan asociado el hecho de que sus alteraciones se encuentren unidas a varias 
situaciones patológicas como diabetes tipo II, trastorno bipolar, enfermedades 





neurodegenerativas (Frame y Cohen, 2001; Grimes y Jope, 2001; Jope y Johnson, 
2004; McCubrey et al., 2014). 
La GSK-3 fue descubierta en 1980 e identificada como una de las proteínas 
quinasas capaces de actuar sobre la glucógeno sintasa, enzima clave en el 
metabolismo que regula el paso final de la biosíntesis de glucógeno y que 
resultaba fosforilada e inactivada por la acción de la GSK-3 (Embi et al., 1980). 
Purificada a partir del músculo esquelético de conejo (Rylatt et al., 1980), se 
identificaron en mamíferos dos isoformas, muy relacionadas, la GSK-3α y la GSK-
3β (Woodgett, 1990), a las que más recientemente se uniría la isoforma resultante 
del procesamiento alternativo de la GSK-3β, la GSK-3β2 (Mukai et al., 2002). La 
GSK-3α y β están codificadas por genes diferentes localizados en 19q13.2 y 
3q13.3 respectivamente y poseen unas secuencias casi idénticas en sus dominios 
catalíticos (97%) situados en la zona central, mientras que fuera de estos dominios 
las secuencias difieren notablemente. La isoforma α posee un peso molecular de 
51 KDa, mientras que la isoforma β cuenta con un peso molecular de 47 KDa y 
una secuencia compuesta por 482 aminoácidos, siendo la homología total de 
aminoácidos entre ambas de un 85% (Embi et al., 1980; Woodgett, 1991; Jope y 
Johnson, 2004). En cuanto a la variante de la isoforma β, la GSK-3β2, cuenta con 
un inserto de 13 aminoácidos en su dominio catalítico consecuencia del 
procesamiento alternativo (Mukai et al., 2002). GSK-3 es regulada mediante 
modificaciones postraduccionales como por ejemplo la fosforilación de la Ser9 
(inhibición) o de la Tyr216 (activación) de la GSK-3β y de la Ser21 (inhibición) o 
de la Tyr279 (activación) de GSK-3α mediante diversas quinasas, incluida Akt, la 
proteína quinasa A y la proteína quinasa C (Fang et al., 2000). 
La GSK-3 se encuentra ampliamente distribuida en todos los tejidos con 
niveles particularmente altos en el cerebro (Woodgett, 1990), en concreto en el 
hipocampo y especialmente la isoforma GSK-3β. Esta isoforma muestra niveles 
muy elevados durante el desarrollo, decreciendo posteriormente a partir del día 
20 tras el nacimiento, y participando en la formación de sinapsis, migración celular, 
polarización y desarrollo de neuritas (Leroy y Brion, 1999; Shi et al., 2004). En 
cuanto a su actividad enzimática una gran parte de sus sustratos requieren de una 




(DePaoli-Roach, 1984; Fiol et al., 1988). Esta fosforilación previa se realiza en n+4 
(siendo n el residuo a fosforilar por la GSK-3), dando lugar a un orden “jerárquico” 
de fosforilaciones. Esto sucede en sustratos como, por ejemplo, la glucógeno 
sintasa, la ATP-citrato liasa, el factor de iniciación eIF2B, etc. (Fiol et al., 1987; 
Hughes et al., 1992; Benjamin et al., 1994). El reconocimiento e interacción con el 
sustrato pre-fosforilado, se lleva a cabo a través de los residuos de arginina 96, 
180, o la lisina 205, situados en el dominio catalítico de actividad quinasa de la 
GSK-3 (Frame et al., 2001). Estos residuos de reconocimiento se encuentran 
conservados en todos los homólogos de la GSK-3 identificados hasta la fecha 
(Kim y Kimmel, 2000). Sin embargo, la fosforilación previa no es un paso 
imprescindible para que la GSK-3 actúe, ya que hay sustratos que contienen una 
gran variedad de residuos acídicos que son reconocidos por la GSK-3 sin 
necesidad de este prerrequisito (Fiol et al., 1988).  
3.1 GSK-3 y Enfermedad de Alzheimer.  
La GSK-3 está frecuentemente asociada con los dos principales 
marcadores del desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. Como se ha 
mencionado anteriormente, el primero es intracelular, debido a la formación de los 
ovillos neurofibrilares por la hiperfosforilación de la proteína tau. El segundo es 
extracelular, formado como consecuencia de la acumulación del péptido β 
amiloide (Kaytor y Orr, 2002). El desarrollo temprano de la enfermedad se asocia 
a varias mutaciones entre las que destacan las de la presenilina 1 y 2 (Levy-Lahad 
et al., 1995; Sherrington et al., 1995) y el precursor amiloide. Según los 
conocimientos actuales, parece ser que es la acumulación de los oligómeros 
tóxicos del péptido amiloide lo que lleva, tanto a la formación de las placas 
extracelulares, como a la hiperfosforilación de tau, lo que, a su vez, conduce a la 
disfunción sináptica y la muerte celular (Jope et al., 2007).  
La GSK-3 participa activamente en esta patología, ya que promueve la 
formación del péptido amiloide, reduciéndose ésta considerablemente con el uso 
de inhibidores selectivos de la GSK-3 (Phiel et al., 2003; Su et al., 2004). El péptido 
amiloide, por su parte, incrementa la actividad de la GSK-3 en cultivos celulares 





claramente, pero parecen estar relacionados con la capacidad de fosforilación que 
la GSK-3 ejerce sobre el precursor amiloide (Aplin et al., 1997), al igual que por la 
interacción que se produce entre la GSK-3 y la presenilina 1 (Takashima et al., 
1998). En este sentido, las mutaciones de presenilina 1 asociadas al Alzheimer se 
unen más fuertemente a la GSK-3 y potencian su actividad (Takashima et al., 
1998). Además de estas pruebas, la GSK-3 es capaz de unirse a otros productos 
que se generan en el procesamiento del péptido amiloide (Kim et al., 2003b; Ryan 
y Pimplikar, 2005), y su inhibición reduce significativamente la neurotoxicidad 
inducida por la acumulación de estos péptidos (Alvarez et al., 1999; Wei et al., 
2000; De Ferrari et al., 2003). Todos estos datos indican los múltiples puntos de 
regulación en los que puede estar actuando la GSK-3 en este sentido.  
Como hemos indicado anteriormente, el otro marcador de la enfermedad 
de Alzheimer es la formación intracelular de los ovillos neurofibrilares. Estos ovillos 
se producen como consecuencia de la agregación de las proteínas tau 
hiperfosforiladas (Kaytor y Orr, 2002). La GSK-3 aumenta su actividad en 
neuronas que forman estos ovillos y colocaliza con las neuritas distróficas y con 
los propios ovillos en el cerebro de enfermos de Alzheimer (Pei et al., 1997; Bhat 
et al., 2004). Las neuronas que sufren degeneración granulovascular y que 
apoptizan mantienen igualmente una fuerte actividad de la GSK-3β (Leroy et al., 
2002). La GSK-3 fosforila a tau en su residuo de Thr231, provocando su 
separación de los microtúbulos (Cho y Johnson, 2004). Otros residuos de la 
proteína tau son igualmente fosforilados por GSK-3, muchos de los cuales se 
encuentran fosforilados en el Alzheimer. Esta hiperfosforilación de tau genera 
neurotoxicidad por sí misma, aparte de la desestabilización estructural y la 
alteración en la plasticidad neuronal (Fath et al., 2002). La inhibición de la actividad 
de GSK-3, en especial de la isoforma β (Phiel et al., 2003), protege a las células 
de la toxicidad inducida por los agregados de proteína tau hiperfosforilada (Noble 
et al., 2005).  
Por último, se ha descubierto más recientemente que la inflamación 
promovida por la GSK-3 también puede contribuir a los mecanismos patológicos 
generados por la enfermedad de Alzheimer (Jope et al., 2007). La acumulación de 




los astrocitos y la microglía próximas a las neuronas. Esto genera un efecto 
beneficioso debido a los factores de crecimiento que secretan y por el 
aclaramiento de las placas de péptidos Aβ (Nagele et al., 2003; Wyss-Coray et al., 
2003). Sin embargo, este efecto positivo se ve contrarrestado por el daño neuronal 
que causan, debido a la liberación de oxido nítrico y especies reactivas de 
oxígeno, y a la respuesta inflamatoria desencadenada por la liberación de 
citoquinas (Griffin et al., 1998; Heneka et al., 2001).  
La regulación de la actividad de la GSK-3, como diana terapéutica, puede 
ser esperanzadora en el estudio de esta enfermedad, como demuestran los 
estudios recientes en modelos animales, en los que la actividad regulada y normal 
de la GSK-3 supuso una reversión a los niveles normales de la fosforilación de tau 
y un descenso de la muerte neuronal asociada al Alzheimer (Engel et al., 2006).  
 
4. RECEPTORES DE NUCLEÓTIDOS EN LA 
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER. 
 
La señalización purinérgica es crucial en el correcto funcionamiento del 
sistema nervioso. Además, mecanismos que dependen de nucleótidos 
extracelulares y sus receptores P2 están también implicados en una serie de 
disfunciones del sistema nervioso central. Así, dichos receptores P2 juegan un 
papel importante en enfermedades como epilepsia, depresión, dolor neuropático, 
neoplasias del sistema nervioso como glioma y neuroblastoma y enfermedades 
neurodegenerativas como Parkinson, Alzheimer y esclerosis múltiple. Todas estas 
patologías están asociadas a cambios en la expresión de ectonucleotidasas 
extracelulares, receptores P2X y P2Y en neuronas y células gliales, así como en 
la liberación de grandes cantidades de nucleótidos desde células del tejido 
nervioso activadas o dañadas hacia el espacio extracelular, lo cual contribuye a 
alterar la señalización purinérgica. Existen numerosos estudios que apuntan a un 
potencial uso de agonistas/antagonistas de receptores P2 en el tratamiento de 





muchos de los fármacos empleados hasta ahora presentan una baja efectividad y 
provocan efectos secundarios perjudiciales. 
Como ya se ha mencionado anteriormente, la enfermedad de Alzheimer 
está relacionada con la muerte progresiva de neuronas y con la pérdida de 
conexiones sinápticas en áreas de corteza cerebral y ciertas regiones 
subcorticales, debido al acúmulo de depósitos patológicos, principalmente de 
péptido β-amiloide, que forma placas seniles, y de proteína tau hiperfosforilada, 
que forma ovillos neurofibrilares. Entre las causas de esta formación de placas 
seniles varios investigadores apuntan a un descenso en la eliminación microglial 
del Aβ (Kim HJ et al., 2012) y en una activación crónica de dichas células 
(Kitazawa et al., 2004). El péptido β-amiloide induce la generación de radicales 
libres e inflamación, llevando finalmente a la muerte de las neuronas y al desarrollo 
de demencia. Por otra parte, como también se ha mencionado, la actividad de la 
α-secretasa conduce a la formación de sAPPα soluble, que se caracteriza por sus 
propiedades neuroprotectoras y neurotróficas.  
Se han realizado varios estudios para identificar el papel de la señalización 
purinérgica en el desarrollo de AD, pero lo que sigue siendo crucial es el hecho de 
que las neuronas dañadas a lo largo del desarrollo de la enfermedad liberan 
cantidades considerables de nucleótidos, los cuales participan tanto en el avance 
de la patología como en mecanismos de neuroprotección. El ATP liberado puede 
actuar como una señal para células microgliales (Inoue et al., 2007), mientras que 
tanto este nucleótido como el UTP inducen la migración de asctrocitos (Wang 
et al., 2005). Estas células se acumulan alrededor de los depósitos de Aβ en el 
cerebro (Apolloni et al., 2009; Peterson et al., 2010). Los astrocitos, que fueron 
activados y se acumularon alrededor de estas placas probablemente son 
responsables de la homeostasis del Aβ y de la modulación del entorno neuronal 
(Franke et al., 2012). El péptido β-amiloide es uno de los factores que induce la 
liberación de ATP por parte de los astrocitos (Peterson et al., 2010) y de la 
microglia (Kim HJ et al., 2012). Los nucleótidos extracelulares toman parte en el 
proceso de inflamación, induciendo quimiotaxis microglial (Domercq et al., 2013), 
proliferación, liberación de citoquinas, adhesión (Ohsawa et al., 2010) y 




astrogliosis ha sido descrita como una característica de la enfermedad de 
Alzheimer (Franke et al., 2011). La acumulación de citoquinas proinflamatorias, 
así como de Aβ, contribuye a la progresión de la patología (Weisman et al., 2012). 
La inflamación es un elemento esencial de las enfermedades 
neurodegenerativas, incluyendo AD. En los estadios iniciales, constituye un 
mecanismo neuroprotector mediante la secreción de citoquinas, factores de 
crecimiento y quimioquinas y la eliminación del Aβ neurotóxico de los tejidos 
(Peterson et al., 2010). Las células de la microglía son las encargadas de 
internalizar y degradar el Aβ y también de producir factores quimiotácticos, como 
MCP-1 e IL-1β (Kim et al., 2012). Sin embargo, cuando el proceso inflamatorio se 
alarga en el tiempo se convierte en un mecanismo neurodegenerativo (Franke et 
al., 2012). La inflamación crónica es el resultado de mantener activados los 
astrocitos y la microglia en respuesta al estrés oxidativo, que se ha postulado 
como un factor importante en los primeros estadios del AD. El estrés oxidativo 
también aumenta la producción de Aβ (Peterson et al., 2010). La activación de los 
receptores P2X7 microgliales por ATP o BzATP estimula una producción elevada 
de radicales anión superóxido (O2-) que inducen la muerte de neuronas corticales 
(Parvathenani et al., 2003). Según Kim y cols. (Kim et al., 2007), en este caso en 
particular las células microgliales estimuladas por Aβ consituyen la fuente de ATP. 
Estos investigadores confirmaron que este mecanismo está involucrado en la 
activación de una NADPH oxidasa y la inducción de estrés oxidativo.  
Se ha descrito la presencia de varios mediadores de la inflamación en 
pacientes con la efermedad de Alzheimer, incluyendo citoquinas, quimioquinas, 
proteasas e inhibidores de proteasas. La microglia participa en el desarrollo de AD 
liberando citoquinas proinflamatorias con actividad neurotóxica. La IL-1β (Kong et 
al., 2009) es una de estas citoquinas y la microglia es su fuente principal (los 
astrocitos también la liberan, pero en mucha menor cantidad) (Sanz et al., 2009). 
Es la responsable de regular la expresión de muchos mediadores proinflamatorios 
en el cerebro con AD (Weisman et al., 2012), de aumentar la expresión y el 
procesamiento de la APP, así como de fosforilar la proteína tau, lo que puede 
contribuir al daño de las neuronas y la activación microglial (Kong et al., 2009). Al 





través de un receptor P2X7 (Weisman et al., 2012; Monif et al., 2009). En 
respuesta a la estimulación por Aβ, la liberación de IL-1β, pero no de TNF-α, puede 
ser modulada por el ATP extracelular (Sanz et al., 2009; Rampe et al., 2004). 
Según Bernardino y cols. (2008) la liberación de IL-1β dependiente de P2X7 puede 
aumentar la susceptibilidad neuronal ante una subsecuente exposición a un 
agente excitotóxico, y es necesaria para la exacerbación de la pérdida neuronal. 
Se detectó un aumento en la expresión del receptor P2X7 en la microglia 
localizada alrededor de los depósitos amiloides, en un modelo de ratón de AD 
(Parvathenani et al., 2003). Esta expresión también se encuentra aumentada en 
la microglia de humanos adultos con AD, así como en la microglia fetal humana 
tras ser expuesta a Aβ (McLarnon et al., 2006). Las propiedades del receptor P2X7 
pueden ser empleadas en terapias nuevas, donde la administración de un 
antagonista puede prevenir los efectos adversos causados por una 
neuroinflamación crónica, así como por la actividad patológica en células gliales 
(Takenouchi et al., 2010). Ryu y McLarnon (2008) observaron una actividad 
neuroprotectora y una inhibición de la respuesta inflamatoria tras la administración 
de uno de los antagonistas del receptor P2X7. La administración de BBG conllevó 
una expresión disminuida de este receptor en la superficie de las neuronas de 
rata, una gliosis atenuada y una menor filtración en la barrera hematoencefálica, 
lo cual había sido inducido por una administración previa de Aβ.  
El péptido β-amiloide también induce disfunción y muerte neuronal 
mediante la alteración de la homeostasis del Ca2+. Se cree que este péptido 
provoca un aumento del flujo de Ca2+ a través de los receptores NMDA (receptores 
de N-metil-D-aspartato) y los canales VOCC (canales de Ca2+ operados por 
voltaje), sin embargo, el uso de sus antagonistas/moduladores ha demostrado una 
eficacia limitada en ensayos clínicos para el tratamiento de AD. Según Varma y 
cols. (2009), el péptido β-amiloide aumenta el acúmulo de los receptores 
permeables a Ca2+ P2X4 en la superficie de las neuronas y también induce su 
procesamiento proteolítico mediado por caspasa-3. Todo ello lleva a un retraso en 
los tiempos de cierre de estos canales e impiden la internalización inducida por 




Kong y cols. (Kong et al., 2009) observaron un aumento en la expresión y 
la actividad del receptor P2Y2 en neuronas corticales de rata bajo la influencia de 
IL-1β. En condiciones fisiológicas, el receptor P2Y2 muestra un bajo nivel de 
expresión y no hay respuesta a UTP (Peterson et al., 2010). Sin embargo, en este 
caso, el UTP activó el receptor, dando lugar a la liberación de sAPPα a través de 
un mecanismo dependiente de la actividad de ADAM10/17 y PI3K, mientras que 
la actividad de ERK1/2 y PKC pueden regular de manera indirecta el 
procesamiento de la APP (Kong et al., 2009). Los receptores neuronales P2Y2 
también participan en la fosforilación de una proteína del citoesqueleto, la cofilina, 
que lleva finalmente a estabilizar el crecimiento de neuritas y de espinas 
dendríticas. Este es otro mecanismo neuroprotector más, en el que participa este 
receptor, en el curso de la enfermedad de Alzheimer (Franke et al., 2011).  
El aumento de la expresión de receptores P2Y2 por efecto del Aβ (muy 
probablemente con la participación de IL-1β) también fue detectado en microglia 
de ratón, la cual mostró una mayor movilidad y capacidad de captar y degradar 
este péptido en respuesta a ATP o UTP (Kim et al., 2012). Esto está de acuerdo 
con otros estudios realizados en modelos de ratón, donde los receptores P2Y2 son 
cruciales para un correcto reclutamiento y actividad de la microglía, así como para 
la eliminación de Aβ mediada por estas células. Una expresión reducida de estos 
receptores se vio asociada a tiempos de supervivencia menores y un desarrollo 
más rápido de déficits neurológicos (Ajit et al., 2014). La evaluación post-mortem 
de muestras de pacientes con AD reveló una expresión disminuida de receptores 
P2Y2 en las zonas del cerebro normalmente afectadas en esta enfermedad, al 
compararlas con muestras de controles sanos, mientras que la expresión de los 
receptores P2Y4 y P2Y6 permanece sin cambios (Lai et al., 2008). Esto indica que 
los receptores P2Y2 pueden formar parte de mecanismos de neuroprotección y 
que constituyen una posible diana terapéutica que puede prevenir la muerte 
neuronal en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. 
En conclusión, el péptido β-amiloide presente en la enfermedad de 
Alzheimer, así como el estrés crónico y las lesiones neuronales, liberan grandes 
cantidades de nucleótidos. Esto conduce a una respuesta inflamatoria en células 





de más nucleótidos lo cual puede causar lo siguiente: (1) progreso de la 
enfermedad al inducir estrés oxidativo y aumentar la acumulación de depósitos de 
β-amiloide y proteína tau; (2) actividad neuroprotectora al aumentar, mediante la 
acción de IL-1β, la expresión del receptor P2Y2 neuronal, cuya activación resulta 
en la producción de sAPPα soluble y en una reorganización del citoesqueleto 
neuronal; el receptor P2Y2 también es responsable de movilizar la microglia hacia 
los depósitos de β-amiloide para su eliminación. El ATP es probablemente el 
mediador inflamatorio crucial en el curso de la enfermedad de Alzheimer. Sin 
embargo, el papel completo del ATP como factor que induce mecanismos tanto 
neurodegenerativos como neuroprotectores aún requiere más explicación. 
4.1 Receptores de nucleótidos en el procesamiento de la 
APP. 
Como ya se ha mencionado, la activación del receptor P2Y2 incrementa la 
liberación de sAPPα en cultivos primarios de neuronas corticales de rata tratadas 
con IL-1β (Kong et al., 2009). La línea celular de astrocitoma humano 1321N1 
también presenta liberación de sAPPα dependiente de ADAM10 y ADAM17/TACE 
tras la activación de receptores P2Y2 con UTP (Camden et al., 2005). Este proceso 
de activación de α-secretasa y de liberación de sAPPα dependiente de P2Y2 
previene la formación de péptido β-amiloide de la misma molécula de APP (el 
procesamiento por α-secretasa hace imposible la formación de Aβ) (Peterson 
et al., 2010). Delarasse y cols. (2011) afirmaron que, además del receptor P2Y2, 
también el receptor P2X7 induce la formación y liberación de sAPPα (en células 
de neuroblastoma humano y de ratón, así como en células primarias de astrocito 
y células progenitoras neurales de ratón). Este proceso depende de la fosforilación 
de ERK1/2 y JNK, lo que lleva a una activación de una vía diferente para la 
liberación de sAPPα. Según Tran, los astrocitos corticales de rata son la fuente de 
APP y tanto su producción como su liberación pueden ser reguladas por la 






5. RATONES J20 COMO MODELO ANIMAL DE LA 
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 
 
Existen varios modelos de ratones transgénicos y knockout para la APP. 
De entre ellos, los ratones J20 descritos por Hsia y cols. (1999) presentan una 
elevada sobreexpresión de Aβ42 debido a la introducción de la APP humana 
(hAPP) con dos mutaciones ligadas a la enfermedad de Alzheimer familiar, las 
mutaciones Sueca (K670N y M671L) e Indiana (V717F). La expresión del transgen 
está bajo el control del promotor específico neuronal PDGF-β, con un fondo 
genético C57/B16XBA2J. En estos ratones hAPP J20, entre los 5 y los 7 meses 
de edad aparecen unos depósitos difusos tipo amiloide en el giro dentado del 
hipocampo y capas más profundas del neocortex, y unas placas neuríticas más 
grandes al superar la edad adulta. Este modelo acelerado de formación de 
depósitos de Aβ ha demostrado ser muy robusto con más del 90% de los ratones 
J20 presentando depósitos amiloidogénicos inmunoreactivos a los 7 meses de 
edad (Mucke et al., 2000). Además, los ratones J20 muestran una disminución 
significativa en el marcador de terminales nerviosas presinápticas, sinaptofisina, 
en el giro dentado. Este hallazgo supone un marcador histológico muy útil para la 
funcionalidad sináptica, la cual se ve deteriorada, al igual que algunas 
capacidades cognitivas, en los ratones transgénicos hAPP incluso antes de que 
aparezcan depósitos de amiloide.  
Varios estudios muestran que los ratones hAPP J20 de entre 6-7 meses 
de edad presentan un déficit en la adquisición y retención de la memoria espacial, 
como se pone de manifiesto en la prueba de localización de plataforma oculta 
(“water maze”) (Palop et al., 2003). Los niveles disminuidos de las proteínas 
dependientes de calcio c-fos y calbindina D28k en el giro dentado del hipocampo, 
sugieren un papel de la homeostasis del calcio en la patología de los ratones J20, 
que también puede ser un mecanismo de neurodegeneración que da lugar a la 























Como se ha comentado en la sección previa, los receptores de nucleótidos 
(receptores P2) se encuentran ampliamente distribuidos en tejidos neurales, en 
los que participan en una gran variedad de procesos fisiológicos y patológicos. De 
ellos destaca el receptor P2X7, que es expresado abundantemente en neuronas, 
donde parece estar dirigido a las terminales nerviosas, así como en células de la 
microglía. Los receptores P2X7 se han descrito como agentes involucrados en 
diversos procesos neurodegenerativos. En este sentido, es conocido que la 
expresión de este subtipo de receptor se ve incrementada en el cerebro de los 
pacientes afectados de la enfermedad de Alzheimer. También se observa un 
incremento de la expresión de dicho receptor en modelos de ratones transgénicos 
utilizados en el estudio de esta enfermedad. La administración de antagonistas del 
receptor P2X7 tiene un efecto neuroprotector en la enfermedad de Alzheimer, 
efecto que se ha relacionado con una reducción en la respuesta inflamatoria 
asociada con esta patología. Sin embargo, poco es lo que se sabe sobre el posible 
papel del receptor P2X7 en el procesamiento proteolítico de la proteína APP, pese 
a que es conocido que la activación del receptor P2X7 conduce a cambios en la 
actividad de enzimas, como GSK-3, que, a su vez, modulan la formación del 
péptido β-amiloide, 
La principal hipótesis en la que se basa esta Tesis Doctoral es que el receptor 
P2X7 pudiera actuar modulando el procesamiento de la proteína APP, siendo los 
efectos beneficiosos que se observan tras la administración de antagonistas de 
este receptor en modelos animales de AD, debidos, al menos en parte, a su acción 
sobre la generación del péptido Aβ. 
Para verificar esta hipótesis se llevaron a cabo ensayos in vitro del efecto de 
la activación o inhibición del receptor P2X7 sobre el procesamiento de la APP 
dependiente de secretasas. En una etapa posterior, se utilizaron ligandos de este 
receptor en ensayos in vivo de la generación de depósitos amiloides en los ratones 








Los objetivos específicos han sido: 
 
1. Estudio del efecto de la estimulación con agonistas del receptor P2X7 en el 
procesamiento de la APP en células N2a, mediante la medida de los 
fragmentos carboxilo terminales generados por la acción de las secretasas. 
 
2. Estudio del efecto del bloqueo farmacológico del receptor P2X7 en el 
procesamiento de la APP en células N2a y análisis del papel de GSK-3 en 
dicho efecto. 
 
3. Estudio in vivo del efecto de la inhibición del receptor P2X7 en el 
procesamiento de la proteína APP y la generación de las placas de amiloide 
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1. MATERIALES 
1.1. Instrumentación (ver Tabla 5). 
Tabla 5. Relación de los diferentes aparatos utilizados 
 






Instrumentación general  
Granatario AND 
Balanza de precisión AND 






















5702 R y 5804 R 
Sorvall RC5C 
Tectron 3473100 
Thermomixer compact de 
Eppendorf 
Cultivos celulares  
Campana de flujo laminar 
horizontal 
Autoclave alta capacidad 
Autoclave baja capacidad 
Placas dePetri estériles 
Cubreobjetos de vidrio 
Pipetas de aspiración 
Pipetas estériles 
Incubador 
Filtros de 0,22 µM 
Jeringas estériles 





















Expresión génica  
Equipo de extracción de ARN 
 
 




Sistema de visualización de 
geles 
 
ABI PRISM 6100 Nucleic 













Monocromador con apertura 
de 10 nm 
Software controlador 
 
Nikon Eclipse TE-2000-E 
ORCA-ER 42-98 CCD 
(Hamamatsu) 
Nikon S Fluor 40x 0,5-1,3 
Optoscan monocromator, 
Cairin 

















Microscopio de fluorescencia 




Sistema de electroforesis 
Sistema de transferencia 
 
 
Máquina de revelado 






Kappa Image Base Control 
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1.2. Reactivos. 
Todos los medios y soluciones se prepararon con sales inorgánicas Merck 
de grado analítico (pro anal.) disueltas en agua desionizada de alta calidad y 
pureza. En la Tabla 6 se detallan los compuestos y reactivos utilizados en cada 
uno de los ensayos realizados, así como las casas comerciales que los 
suministraron. En general, cualquier sustancia no especificada en las tablas fue 
proporcionada por Sigma-Aldrich o Merck. 
Tabla 6. Relación de compuestos y reactivos utilizados 
 





Cultivos de neuronas   
Neurobasal, B27, solución de 
antibióticos/antimicóticos 
Glutamina, AraC 
Papain Dissociation System 
Poly-L-lisina (0,1 mg/ml) 






Biochrom AG  
Sigma-Aldrich 
Experimentos de PCR  











Inhibidores de ARNasas  
 
RNeasy Mini Kit 
Kit DNA free  
Agarosa D1, Agarosa M8 
SYBR-Safe DNA stain 
TaqMan® RT reagents. M-MLV RT 
reagents 
AmpliTaqGold PCR Master Mix 
TaqMan® Universal PCR Master Mix  








Molecular Probes  
Applied Biosystems, 
Invitrogen  
Applied Biosystems  




Transfecciones   
Lipofectamina 2000  
 
Invitrogen  





Sonda fluorescente de Ca2+ 
 









ATP, BzATP, UDP, Up4U, UTP, BBG, 
A438079 
 
TAPI-1, GM6001, inhibidor de BACE1 

























anti-P2X7R (intracelular de conejo) 




anti-inmunoglobulinas de conejo y 
















Fijación y bloqueo  
 












p-formaldehído, suero de cabra, Tritón 
X-100 y BSA 







anti-APP N-terminal (clon 22C11) 
anti-APP CTF 
anti-Aβ (clon WO2 ratón) 
 
Sigma-Aldrich, 
Molecular Probes  
Sigma-Aldrich 








The Genetics Company 
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Alexa 488 anti-IgG de ratón (cabra) 
Alexa 488 anti-IgG de conejo (cabra) 
Alexa 594 anti-IgG de conejo (cabra)  
Alexa 647 anti-IgG de ratón (cabra) 
anti-IgG de conejo-Cy3 (burro) 
Sigma-Aldrich 
R&D Systems 
Molecular Probes  
Molecular Probes  























Anticuerpos secundarios  
 
 
Revelado de membranas  
 
Hepes, EDTA, NaCl, NaF, Triton X-
100, ortovanadato sódico, ácido 
okadaico, cOmplete® Mini EDTA-free 
(inhibidores de proteasas), RIPA 
Reactivo Bradford 
Persulfato amónico, bis-acrilamida, 
SDS, TEMED, glicina, patrones de 
peso molecular conocido y β-
mercaptoetanol 
Tris, azul de bromofenol y metanol 
Membranas de nitrocelulosa 
Rojo Ponceau  
anti-P2X7 (conejo).  
anti-α-tubulina (ratón).  
anti-APP (clon 22C11) 
anti-APP CTF (conejo) 
anti-Aβ (clon WO-2) 
anti-fosfo-GSK-3 Ser 9/21 
anti GSK3α/β total 
anti-IL-1β (rata) 
anti-IgG de conejo-HRP (cabra) y anti-
IgG de ratón-HRP (conejo) 
 
Reactivo ECL 
Películas de autorradiografía 
 
Sigma-Aldrich, Merck, 























Ensayos de viabilidad  MTT (sal tetrasódica) Sigma-Aldrich  
 




1.3. Modelos de estudio 
1.3.1 Cultivos celulares. 
En esta Tesis Doctoral se han utilizado dos líneas celulares: el 
neuroblastoma de ratón Neuro-2a (N2a) y la línea derivada de células de riñón 
embrionario humano HEK293t. Ambas líneas celulares fueron sembradas a una 
densidad de 8,4x104 y 5x104 células/cm2, respectivamente, y cultivadas en medio 
DMEM (una modificación del medio Basal Medium Eagle BME) suplementado con 
Glutamax (Invitrogen), penicilina/streptomicina (Invitrogen) y suero bovino fetal 
inactivado por calor al 10% (FBS, Euroclone, Milan, Italia). Las células se 
mantuvieron a 37ºC en un ambiente húmedo con CO2 al 5%.  
1.3.2 Animales. 
Los procedimientos con animales se llevaron a cabo de acuerdo con las 
normativas europea y española (Directiva 2010/63/UE; Ley 32/2007, RD 
1201/2005 y RD 53/2013) vigentes para el uso y cuidado de animales de 
laboratorio y siguiendo las pautas indicadas por el Consejo Internacional para la 
Ciencia del Animal de Laboratorio (ICLAS). 
Los animales permanecieron estabulados en el animalario de la Facultad 
de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid, con comida y agua 
ad libitum, temperatura controlada y ciclos de luz-oscuridad de 12 horas. 
Ratones C57BL/6J. Los ratones de esta cepa se utilizaron como control 
en todos los experimentos realizados en este estudio. 
Ratones hAPP J20. Los ratones de esta cepa, descritos previamente 
(Mucke et al., 2000), fueron facilitados por Laboratorios Jackson (Bar Harbor, ME, 
USA). Como se ha indicado anteriormente, estos ratones transgénicos expresan 
una forma mutada de la Proteína Precursora de Amiloide humana que presenta 
tanto la mutación Sueca (K670N/M671L) como la Indiana (V717F) (APPSwInd). 
Estos ratones se originaron inyectando una construcción transgénica que contenía 
el APPSwInd bajo el control del promotor del factor de crecimiento derivado de 
plaquetas humano (PDGFB), homólogo del oncogén v-sis (virus del sarcoma del 
simio), en embriones unicelulares de ratones C57BL/6 X DBA/2 F2. Animales 
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heterocigotos fueron cruzados con ratones C57BL/6 X DBA/2 F1 y los ratones 
transgénicos resultantes fueron retrocruzados durante 12 generaciones con 
C57BL/6J. 
Esta cepa, denominada B6.Cg-Tg(PDGFB-APPSwInd)20Lms/2J o línea 
“J20", muestra un incremento, dependiente de la edad, de los niveles del péptido 
Aβ en el hipocampo, desarrollando los característicos depósitos amiloides hacia 
los 6-8 meses de edad, y constituye un modelo de utilidad en estudios de la 




2.1. Estudios de expresión génica. 
Los estudios de expresión génica se llevaron a cabo mediante 
cuantificación relativa de los transcritos expresados realizando análisis de RT-
PCR en tiempo real. La manipulación de ARN en todo momento tuvo lugar en 
condiciones libres de ARNasas. 
2.1.1. Obtención de muestras. 
El material genético necesario para los ensayos de expresión del ARN 
mensajero, específico de los genes de estudio, se obtuvo a partir de diferentes 
muestras biológicas, según el experimento en curso. 
En una primera parte se determinaron los niveles de expresión de los 
receptores P2Y2 y P2Y4 de ratón en cultivos de células de neuroblastoma N2a.  
Posteriormente, se llevó a cabo el estudio de la expresión del receptor 
P2X7, la proteína APP humana mutada y la APP endógena de ratón, en distintas 
regiones cerebrales de los ratones J20 empleados.  
Muestras de ARN de cultivos celulares. La extracción de ARN total a 
partir de células de neuroblastoma N2a, se realizó siguiendo el protocolo descrito 
para el kit comercial “RNeasy mini Kit” (Quiagen) cuyo fundamento está basado 
en la capacidad que tienen los ácidos nucleicos de unirse de forma específica a 




una columna de sílica gel cuando está en presencia de una elevada concentración 
de sal. 
Las células se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 8x105 
células/pocillo y se mantuvieron en cultivo durante 24 horas. En el momento de la 
extracción del ARN, se aspiró el medio de cultivo de las placas y se lavaron una 
vez con PBS estéril. Se añadieron 600 µL del tampón de lisis especificado en el 
protocolo (RLT Plus conteniendo β-mercaptoetanol) sobre las células, que se 
levantaron de las placas de cultivo mediante el uso de raspadores celulares 
estériles. De esta forma se libera el contenido celular a la vez que se consigue una 
inactivación rápida de las ARNasas evitando así la degradación del ARN en el 
lisado celular. Una vez se completó el proceso de homogenización, las muestras 
se lavaron con etanol 70% y se procedió a la purificación del ARN siguiendo las 
pautas descritas por el fabricante en el protocolo de extracción. 
Muestras de ARN de tejido. La extracción de ARN total a partir de tejido 
de hipocampo de los ratones se realizó mediante el sistema automatizado de 
extracción de ácidos nucleicos: ABI PRISM® 6100 Nucleic Acid Prepstation 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), usando el protocolo propio del 
sistema, específico para aislar ARN a partir de muestras de tejido. La 
homogenización inicial de las muestras comenzó con la disgregación mecánica 
con tijeras y después jeringas, ambas estériles, en presencia del tampón de lisis 
indicado en el protocolo, y la incubación del homogenado en presencia de 
proteinasa K (Sigma) durante 1-2 horas. A partir de aquí se siguieron los pasos 
indicados en el protocolo de extracción. 
Tratamiento con ADNasa. Una vez finalizada la extracción del ARN total, 
se procedió a la incubación de las muestras en presencia de ADNasa I libre de 
ARNasas (DNA-free TM, Ambion), durante 45 minutos a 37ºC, con el fin de eliminar 
la posible contaminación de las mismas con ADN. Finalizado el tiempo de 
incubación se inactivó la ADNasa remanente y se recuperó la fracción de ARN 
altamente purificada. 
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2.1.2. Determinación de la concentración y grado de 
pureza del ARN extraído. 
La concentración de ARN en las muestras extraídas se determinó 
mediante un método fluorimétrico de gran sensibilidad utilizando el reactivo 
RiboGreen (RNA Quantitation Reagent, Molecular Probes). El RiboGreen unido al 
ARN en solución presenta un máximo de excitación a 500 nm y de emisión a 
525 nm, pudiendo detectar concentraciones de ARN próximas a 1 ng/mL. 
Las concentraciones de ARN de las muestras problema se estimaron 
interpolando los valores de emisión de fluorescencia obtenidos en el ensayo a 
partir de una recta estándar, que se construyó representando concentraciones de 
ARN conocidas frente a sus correspondientes datos de emisión de fluorescencia. 
El grado de pureza del material extraído se estimó a partir del cociente 
entre la absorbancia de la muestra medida a 260 nm y a 280 nm (A260/A280) el cual, 
para una disolución de ARN puro, debe tener un valor igual o muy próximo a 2. 
2.1.3. Reacción de la transcriptasa inversa (RT) y reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR). 
La síntesis de ADN complementario (ADNc) se realizó utilizando la 
transcriptasa inversa M-MLV, 6 μg de cebadores de secuencia aleatoria y 350 μM 
de una mezcla de desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs, Invitrogén), a partir de 1 µg 
de ARN total extraído de la muestra correspondiente. La reacción se desarrolló 
durante 90 minutos a 37º C, seguida de una incubación a 70ºC durante 15 minutos 
con el fin de inactivar la transcriptasa inversa. 
Los fragmentos correspondientes en cada caso se amplificaron por PCR a 
tiempo final a partir del ADNc resultante de la reacción anterior. Para ello se 
tomaron 5 µL del producto de la retrotranscripción en un volumen final de reacción 
de 25 µL que contenía AmpliTaqGold polimerasa (en forma de mezcla de reacción 
comercial que contiene los dNTPs, el tampón de reacción y la polimerasa) y 
oligonucleótidos específicos, ambos de Applied Biosystems. 
En todos los casos, la reacción de amplificación se inició incubando la 
mezcla a 94ºC durante 5 minutos para la activación de la AmpliTaq Gold DNA 




polimerasa, y a continuación se repitieron 40 ciclos en las condiciones de 
desnaturalización, anillamiento y elongación (94º C, 30 segundos; 60º C, 
30 segundos; 72º C, 30 segundos). Una vez completado el número total de ciclos, 
se realizó un paso de extensión final manteniendo la mezcla durante 7 minutos a 
72ºC para facilitar la completa elongación de todos los fragmentos amplificados 
durante la reacción de PCR. 
Las reacciones de retrotranscripción y amplificación por PCR a tiempo final 
se llevaron a cabo en el termociclador GeneAmp 2400 de Applied Biosystems. La 
separación e identificación de los productos resultantes de la amplificación se 
realizó en geles de agarosa al 1,5-2%, teñidos con el marcador de ADN SYBR 
Safe (Molecular Probes). Como marcador de tamaños moleculares conocidos se 
utilizó el patrón de ADN comercial PCR 100 bp Low ladder (Sigma). Los 
fragmentos de ADN amplificados se visualizaron mediante el sistema de captación 
de imágenes Gel Logic 200 Imagin System (Kodak) con exposición a luz 
ultravioleta. 
2.1.4. Amplificación por PCR a tiempo real (PCR 
cuantitativa en tiempo real). 
Este método permite detectar la amplificación de un producto de PCR 
durante cada ciclo de la reacción. El uso de esta técnica para cuantificar el material 
genético de una muestra está basado en la relación directa que existe entre la 
cantidad de ADN molde inicial y el producto que se amplifica a partir del mismo. 
De esta forma a mayor cantidad de ADN molde, menor será el número de ciclos 
de amplificación necesarios para la aparición del producto. 
El seguimiento del proceso de amplificación se realiza mediante el uso de 
sistemas de marcado fluorescente que permiten detectar los productos que se van 
sintetizando durante el transcurso de la reacción. Así, la cantidad de fluorescencia 
emitida por el producto en cuestión incrementa en cada ciclo de amplificación. La 
reacción se lleva a cabo en termocicladores diseñados con un sistema capaz de 
monitorizar y cuantificar la señal de fluorescencia emitida. 
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Existen diversos sistemas de marcaje fluorescente que permiten la 
detección y cuantificación en las reacciones de PCR a tiempo real. Uno de los más 














Figura 8.- Esquema de los sucesos que tienen lugar durante el desarrollo de una 
reacción de PCR cuantitativa en tiempo real. La sonda hibrida de forma específica 
con el amplicón deseado en una región interna del mismo, el cual queda localizado 
entre los cebadores sentido y antisentido. La sonda está marcada en el extremo 5´ con 
un fluoróforo reportero que requiere una luz de excitación de alta energía y en el 
extremo 3´ con otro fluoróforo diferente (apagador o “quencher”), que requiere una luz 
de excitación de baja energía y que absorbe la emisión de fluorescencia del 
extremo 5´. Por tanto, cuando la sonda está intacta no emite señal fluorescente. Al 
inicio de la reacción de PCR, los dos oligonucleótidos y la sonda hibridan en la región 
diana del ADN molde y la Taq DNA polimerasa comienza el proceso de amplificación. 
Durante el proceso de extensión de la cadena que se está sintetizando, la ADN 
polimerasa termoestable, por su actividad 5´-3´exonucleasa, hidroliza la sonda en su 
extremo 5´. De esta forma el fluoróforo reportero se libera, la fluorescencia que emite 
no es absorbida por el quencher y su emisión puede ser detectada por el sistema. Los 
fragmentos de sonda son entonces desplazados del molde y la polimerización de la 
nueva cadena continúa. La extensión de la sonda durante el proceso de síntesis se 
evita al estar su extremo 3´ bloqueado. El proceso de hibridación e hidrólisis de la sonda 
ocurre en cada ciclo y no interfiere en la acumulación exponencial del producto.  




A medida que los ciclos de la reacción avanzan, aumenta el número de 
copias de producto generado, por lo que la intensidad de la fluorescencia emitida 
aumentará también de forma proporcional a la cantidad de amplicón sintetizado. 
El termociclador detecta el incremento de fluorescencia (∆Rn) y lo representa 
frente al número de ciclos de la PCR (Figura 9). Durante los primeros ciclos de 
amplificación no hay incremento de fluorescencia, ya que es necesario que se 
acumule una cantidad mínima de producto amplificado para que la fluorescencia 
detectada por el sistema sea significativamente distinta del valor de fluorescencia 
basal. El ciclo de PCR en el que se acumula suficiente producto amplificado como 
para que el valor de fluorescencia se eleve por encima de la fluorescencia basal, 
se define como ciclo umbral o Ct (Cycle treshold). El valor del Ct es proporcional 
al logaritmo de la cantidad inicial de ADN molde.  
 
 
Figura 9. Modelo de las curvas obtenidas en una reacción de PCR cuantitativa en 
tiempo real. La línea roja indica la línea basal o threshold. En azul se muestra el punto 
considerado como el valor de Ct. Este valor coincide con el número de ciclos de 
amplificación en la reacción de PCR necesarios para iniciarse el incremento 
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Los ensayos de cuantificación de la expresión génica se llevaron a cabo 
mediante la amplificación por PCR en tiempo real de las muestras de ADNc 
obtenidas por retrotranscripción a partir de los mensajeros correspondientes. Los 
ADN complementarios se obtuvieron mediante el ensayo de transcriptasa inversa 
descrito en el apartado anterior. 
Las reacciones de RT-PCR cuantitativa se realizaron usando el sistema 
StepOne Plus Real Time PCR de Applied Biosystems utilizando el kit de 
amplificación TaqMan® Universal PCR Maxter Mix No AmpErase UNG del mismo 
fabricante. Se utilizaron sondas fluorescentes TaqMan marcadas con el fluoróforo 
FAM en el extremo 5´ y con el quencher NFQ-MGB en el extremo 3´. Los 
oligonucleótidos y sondas específicos para cada transcrito fueron diseñados, 
sintetizados y comercializados por Applied Biosystems. 
El ensayo de amplificación se llevó a cabo en placas multipocillo en un 
volumen final de 25 µL, conteniendo 1,25 µL de la mezcla de cebadores y sonda 
correspondiente, 2,5 µL de ARNt ([30 ng/mL]f), 3,75 µL de agua ultrapura 
estéril,12,5 µL de la mezcla TaqMan® Universal PCR Master Mix (incluye los 
dNTPS, tampón de reacción y AmpliTaqGold® polimerasa) y 5 µL del ADNc 
obtenido tras las RT. 
La reacción se desarrolló en un programa de 2 pasos: 
 Incubación inicial a 95ºC durante 20 segundos para la activación de 
la TaqGold® polimerasa. 
 40 ciclos de amplificación (desnaturalización durante 1 segundo a 
95ºC e hibridación durante 20 segundos a 60 ºC). 
La cuantificación de los genes se realizó mediante el Método Comparativo 
de los Cts (2-∆∆Ct) (Livak y Schmittgen, 2001) y la realización de una curva patrón. 
Como control interno de la cantidad total de ADNc añadida se utilizó el gen de 
expresión constitutiva β-actina. 
 
 




2.2. Transfección transitoria en células de mamífero. 
2.2.1. Plásmidos.  
Sobreexpresión del receptor P2X7.  
El ADNc que codifica para el receptor P2X7 humano se adquirió y 
secuenció en Geneservice (servicio de genómica) (número del clon de ADNc 
MGC: 20089, IMAGE: 4298811; Cambridge, UK). El ADNc del receptor P2X7 se 
aisló del plásmido original (pOTB7) por digestión con KpnI y ApaI y se subclonó 
en el vector pIRES.eGFP (BD Bioscience) (Figura 10) para así obtener la 
expresión tanto de P2X7 como de la proteína GFP. La expresión de la GFP 
permitió la identificación y el seguimiento de las células transfectadas. El producto 
de la ligación se confirmó mediante secuenciación con los siguientes primers: 
5' PCR primer: CTAGGGTACCATGCCGGCCTGCTGCAGCTG.  
3' PCR primer: CTAGGGGCCCGGTAAGGACTCTTGAAGCCAC. 
Figura 10. Mapa del plásmido pIRES,eGFP. 
 
Sobreexpresión de GSK3-β.  
Los plásmidos para la sobreexpresión de GSK-3β (pcDNA3-GSK-3) y la 
forma constitutivamente activa GSK-3β-S9A (pcDNA3-GSK3S9A) fueron 
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Generación del “small hairpin RNA” (shRNA) para el receptor P2X7. 
El silenciamiento del receptor P2X7 se realizó mediante la expresión de los 
correspondientes shRNA (“small hairpin RNA”). Para ello se utilizó el vector de 
expresión pSuper-neo/gfp (Oligoengine, Seattle, WA, EEUU), que, al expresar en 
paralelo el shRNA y la proteína verde fluorescente (GFP), permitió la identificación 
y el seguimiento de las células transfectadas.  
Para el diseño de los shRNA se siguieron los criterios de diseño racional 
descritos por Reynolds et al. (2004) (Figura 11). La especificidad de las 
secuencias seleccionadas se confirmó mediante BLAST frente al receptor P2X7 
de ratón, rata y humano.  
Figura 11. Criterios de selección de ARNi y oligonucleótido seleccionado. 
 
A partir de las secuencias seleccionadas, se diseñaron unos 
oligonucleótidos de 64 bp (Isogen, Barcelona, España), de forma que, al ser 
expresados en la célula a partir del vector, se genera una estructura en horquilla 
(shRNA) con las secuencias sentido y antisentido de la región seleccionada 
(Figura 12). Esta estructura es reconocida por la enzima Dicer, que rompe la 
horquilla y produce los ARN de interferencia (ARNi) funcionales, que se unen a la 
secuencia correspondiente del ARN mensajero y conduce a su degradación por 
el complejo RISC (Figura 12). Si la especificidad de la secuencia de ARNi no es 
completa -presenta alguna base desapareada-, el mecanismo de acción consiste 
en prevenir la traducción debido a la presencia de fragmentos del mensajero que 
Criterios de selección de ARNi (Reynolds y cols., 2004).
1. Contenido en GC 30%-52%.
2. Al menos 3 A/U en posición 15-19 (sentido).
3. Ausencia de repeticiones internas.
4. A en posición 19 (sentido).
5. A en posición 3 (sentido).
6. U en posición 10 (sentido).
7. Ninguna G/C en posición 19 (sentido).
8. Ninguna G en posición 13 (sentido).
Oligonucleótido seleccionado como siARN contra el receptor P2X7:
5’-GTTTTGACATCCTGGTTTT-3’




tienen doble cadena, lo cual paraliza la acción de los ribosomas y la síntesis de la 
proteína a partir de dicho mensajero, sin degradar el ARNm. 
Como control de las células transfectadas, se utilizó una secuencia contra 
el ADNc de la luciferasa de luciérnaga (5’-ctg acg cgg aat act tcg a-3’), no presente 
en el genoma de células de mamífero (Ohtsuka et al., 2004).
 
Figura 12. Mapa del plásmido pSuper-neo/GFP y mecanismo de acción de los 
ARN de interferencia. 
 
2.2.2. Transfecciones transitorias en células de mamífero. 
Las transfecciones celulares se realizaron utilizando el reactivo catiónico 
Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Madrid). Este reactivo contiene unidades lipídicas 
que se agrupan formando liposomas en medios acuosos. Los liposomas cargados 
positivamente forman complejos con las cargas negativas de los ácidos nucleicos 
(tanto ARN como ADN) y los envuelven, de forma que la superficie de los 
liposomas queda cargada positivamente. Esto hace posible la fusión del liposoma 
con la membrana plasmática de las células vivas (cargada negativamente), 
permitiendo la entrada del nuevo material genético al interior celular y facilitando 






















Degradación del ARNm Inhibición de la traducción
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sembraron al 80-90% de confluencia y al día siguiente se incubaron con los 
correspondientes plásmidos y la lipofectamina, siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Transcurridas 6 horas se cambió el medio de transfección por medio 
de cultivo estándar. En algunos estudios las células se tripsinizaron a las 24 horas 
postransfección y se sembraron posteriormente a menor densidad. 
 
2.3. Técnicas de microfluorimetría: Determinación del Ca2+ 
intracelular. 
La concentración de Ca2+ citosólico libre se determinó utilizando un método 
microfluorimétrico empleando el indicador fluorescente Fura-2, según la técnica 
descrita por Grynkiewicz et al. (1985). La sonda fluorescente Fura-2 es un 
compuesto polianiónico hidrofílico que une Ca2+ de forma específica. En los 
ensayos se utilizó la forma acetoximetil éster, Fura-2 AM, capaz de atravesar la 
membrana plasmática de las células, debido a su naturaleza hidrofóbica. Una vez 
en el citosol, las esterasas inespecíficas rompen el enlace éster de modo que el 
Fura-2 liberado queda confinado en el interior celular donde une el calcio libre para 
formar el complejo Fura-Ca2+. La formación de este complejo da lugar a una 
emisión fluorescente cuyo máximo se registra a una longitud de onda de 510 nm, 
produciéndose al mismo tiempo un desplazamiento hacia el ultravioleta del 
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Las células se sembraron en placas de 35 mm (250.000 células/placa) que 
contenían cubreobjetos redondos de vidrio tratados con poli-L-lisina. Los 
cubreobjetos se lavaron con solución de Locke (composición: NaCl, 140 mM; KCl, 
4,5 mM; CaCl2, 2,5 mM; KH2PO4, 1,2 mM; MgSO4, 1,2 mM; glucosa, 5,5 mM; 
HEPES, 10 mM a un pH 7,4) y se incubaron en Locke conteniendo la sonda 
Fura-2 AM (5 µM) en oscuridad durante 45 minutos a 37ºC. Transcurrido este 
tiempo, los cubreobjetos se lavaron con Locke y se adhirieron con grasa de vacío 
a la parte inferior de una cámara de perfusión (34 µL) de metacrilato. 
La cámara con las células se situó sobre la platina de un microscopio de 
epifluorescencia (Nikon) y se conectaron a la cámara los tubos de silicona de 
entrada y salida para las soluciones de perfusión. Las soluciones de entrada se 
encontraban en un baño termostatizado a 37ºC y éste, a su vez, a una altura 
suficiente para que el flujo se mantuviese constante a 1,2 mL/min por simple 
diferencia de presión hidrostática. Tras atravesar la cámara, el medio de perfusión 
se aspiró de forma continua gracias a una bomba de vacío. Este sistema de 
perfusión continua evita que se acumule cualquier metabolito que pueda salir de 
las células durante la perfusión, o bien, cualquier producto de degradación de los 
fármacos aplicados.  
Una vez montada la cámara sobre el microscopio, las células se iluminaron 
alternativamente con luz de 340 y 380 nm, procedente de un monocromador 
(Optoscan) de ancho de banda 10 nm. La selección de las longitudes de onda 
corresponde a los máximos de los registros de fluorescencia de una solución de 
Fura-2 saturada de calcio (340 nm) y de una solución de Fura-2 libre de calcio 
(380 nm), respectivamente. El haz de luz monocromada se condujo desde una 
rueda de filtros hacia el microscopio con una guía líquida. La luz es reflejada hacia 
el objetivo mediante un espejo dicroico que transmite las longitudes de onda 
superiores a 430 nm y refleja las longitudes de onda inferiores. De este modo, sólo 
alcanzan la muestra las longitudes de onda de excitación de 340 y 380 nm, 
mientras que la luz fluorescente emitida por el Fura-2, de 510 nm, atraviesa el 
espejo dicroico y es conducida hacia la cámara ORCA-ER C 47 42-80 de 
Hamamatsu, después de pasar por un filtro interferencial de paso de banda 
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centrado a 510 nm. El tiempo de exposición de cada longitud de onda fue de 
250 ms, y el tiempo que tardaba en cambiar de una longitud de onda a la otra fue 
inferior a 5 ms (Figura 14). 
Todos los compuestos purinérgicos utilizados se disolvieron en medio 
Locke. En los estudios en los que se aplicaron antagonistas de P2X7, estos se 
preincubaron durante 5 minutos antes de la estimulación con el correspondiente 
agonista. Las células se visualizaron a través de un objetivo Nikon Plan Fluor 
20x/0.5. Todo el equipo estuvo controlado por un ordenador con un software 
MetaFluor 6.3r6 PC (Universal Imaging Corp.). 
 
 
Figura 14. Esquema representativo del sistema de microfluorimetría. La luz de 
excitación proviene de una rueda de filtros que emite exclusivamente a la longitud de 
onda deseada (340 o 380 nm). El haz de luz monocromada llega al microscopio a través 
de una guía líquida, se refleja en un espejo dicroico centrado en 430 nm y alcanza la 
preparación a través del objetivo del microscopio. La luz fluorescente emitida por el 
Fura-2 intracelular es capturada por el objetivo, atraviesa el espejo dicroico (> 430 nm) 
y se dirige hasta el filtro de emisión centrado en 510 nm. Por último, el haz de luz llega 
a la cámara CCD. 
 
Los registros de fluorescencia que se muestran en este trabajo 
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(F340/F380), en función del tiempo, en una región elíptica situada sobre cada célula 
analizada. El cociente de fluorescencia F340/F380 aumenta conforme se incrementa 
la concentración de Ca2+ intracelular (Figura 15).  
 
 
Figura 15. Cálculo de la relación de fluorescencias a cada tiempo medidas a 340 
y 380 nm. Los registros temporales de fluorescencia obtenidos para cada longitud de 




Los ensayos de inmunotransferencia o Western Blot se llevaron a cabo a 
partir de proteínas extraídas de tejido total o de cultivos de líneas celulares.  
2.4.1. Extracción de proteínas. 
Extracción de proteínas de tejido cerebral total. Los ratones se 
sacrificaron mediante dislocación cervical y posterior decapitación. Se diseccionó 
la región del cerebro deseada en cada momento, se congeló rápidamente en nieve 
carbónica y se guardó a -80º C hasta el momento de la extracción de proteínas. 
Entonces se adicionó tampón de extracción (a 4ºC) conteniendo Triton X-100 al 
1% (v/v), 20 mM de HEPES (pH 7,4), 100 mM de NaCl, 10 mM de NaF, 
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proteasas (cOmplete® Mini EDTA Free, Roche). El tejido se disgregó mediante 
varios pases con un mini Potter de teflón en hielo y la muestra resultante se 
centrifugó a 12.000 x g en microfuga a 4ºC durante 10 minutos. El sobrenadante 
de esta centrifugación, en el que han quedado solubilizadas las proteínas totales, 
se recuperó en un tubo Eppendorf y una alícuota de este sobrenadante se reservó 
para medir la concentración de proteínas siguiendo el método Bradford. 
Extracción de proteínas de cultivos celulares. El medio de cultivo se 
retiró en su totalidad y se realizó un lavado con tampón fosfato salino (PBS) a 4ºC. 
A continuación, las células se recogieron en tampón de lisis a 4ºC compuesto por 
PBS conteniendo 150 mM de NaCl, 50 mM de Tris-HCl, 0,5 mM de EDTA, 
Nonidet P-40 al 1% (v/v) e inhibidores de proteasas. El extracto celular se transfirió 
a un tubo de microcentrífuga donde se mantuvo 1 hora en agitación a 4ºC. 
Posteriormente se centrifugaron las muestras durante 10 minutos a 4º C y 
16.000 x g para recoger el sobrenadante que contenía el extracto total de 
proteínas. 
2.4.2. Cuantificación de las proteínas totales. 
La determinación de la concentración de proteínas presente en los 
extractos procedentes de los diferentes lisados se realizó mediante el método de 
Bradford (1976). Este método se basa en el cambio de la absorbancia máxima 
que experimenta el colorante Azul de Comassie cuando se une a las proteínas, 
pasando de 465 nm a 595 nm. 
La concentración de proteínas en las muestras problema se calculó 
interpolando los valores de absorbancia medidos a 595 nm en una recta patrón de 
albúmina de suero bovino (BSA). De este modo, conociendo la concentración de 
proteínas presentes en cada uno de los extractos, se pudo cargar la misma 
cantidad de proteína en cada uno de los pocillos del gel de electroforesis. 




2.4.3. Electroforesis, transferencia de proteínas y revelado 
de las membranas. 
Se mezcló un volumen del extracto de proteínas conteniendo entre 
20-30 µg de proteína con un volumen de tampón de carga concentrado 5 veces y 
cuya composición es la siguiente: 57% (v/v) glicerol, 125 mM Tris-HCl pH 6,8, 10% 
(p/v) dodecil sulfato sódico (SDS), 0,5% Azul de Bromofenol. En estas condiciones 
las muestras se calentaron a 99ºC durante 5 minutos en un calentador multibloque 
y se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida del porcentaje (p/v) 
requerido en cada caso, en presencia de SDS. Uno de los pocillos del gel se 
reservó para una mezcla de patrones coloreados de peso molecular conocido. La 
electroforesis se desarrolló en un sistema mini-Protean 3 (BioRad), a un voltaje 
constante de 90 voltios y en tampón de electroforesis, cuya composición es la 
siguiente: 25 mM Tris, 200 mM glicina y 0,1% SDS, pH 8,3. 
Tras la separación electroforética, las proteínas problema se transfirieron 
a membranas de nitrocelulosa (Whatman), previamente hidratadas durante 
5 minutos en tampón de transferencia, utilizando un sistema mini-Trans Blot de 
BioRad, a una intensidad de 240 mA durante 70 minutos. La composición del 
tampón de transferencia fue la siguiente: 192 mM glicina, 25 mM Tris y 20% (v/v) 
de metanol, pH 8,3. 
Finalizada la transferencia, las membranas se incubaron durante 
10 minutos con el colorante rojo Ponceau, que se une a las proteínas, para 
comprobar la correcta separación y transferencia de éstas. Posteriormente, se 
eliminó el colorante mediante lavados con tampón PBS conteniendo 0,1% (v/v) de 
Tween-20 (PBS-Tween o solución de lavado) y las membranas se incubaron en 
agitación durante 1 hora a temperatura ambiente con la solución de bloqueo, 
compuesta por leche en polvo desnatada preparada al 5% (p/v) en PBS-Tween. 
A continuación, la membrana se incubó con el anticuerpo primario, preparado en 
solución de bloqueo, durante toda la noche a 4ºC. La relación de los anticuerpos 
empleados y las diluciones utilizadas queda reflejada en la Tabla 7. Tras este 
paso, el exceso de anticuerpo primario se lavó con el tampón PBS-Tween y se 
realizó la incubación con el anticuerpo secundario ligado a peroxidasa 
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(anti-IgG-HRP de ratón o conejo, en función del anticuerpo primario utilizado). Esta 
incubación se llevó a cabo durante 1 hora a temperatura ambiente. Transcurrido 
este tiempo, el exceso de anticuerpo secundario se lavó con PBS-Tween y el 
revelado de las proteínas de interés se llevó a cabo incubando la membrana 
durante 2 minutos con el reactivo “Western Lightning Chemiluminescence”, de 
PerkinElmer. Este reactivo contiene luminol, que es sustrato para la peroxidasa, y 
que al oxidarse genera una señal luminiscente que es detectada mediante la 
exposición autorradiográfica a diferentes tiempos. Para ello se emplearon 
películas de radiografía Agfa, y se utilizó una máquina de revelado CP 1000 Agfa. 
La densidad de marcaje inmunorreactivo se analizó en el sistema Gel Logic 
200 Imaging System (Kodak) mediante un programa específico denominado 
Kodak Molecular Imaging 4.0. 
 
Tabla 7. Anticuerpos y diluciones empleadas en inmunotransferencia.  
Anticuerpo 
Primario 
Diluciones empleadas del 
Anticuerpo Primario 




1/1000 Anti-IgG de conejo-HRP (cabra), 1/5000 
Anti-P2X7R 
intracelular 
1/250 Anti-IgG de conejo-HRP (cabra), 1/5000 
Anti-α-tubulina  1/10000 Anti-IgG de ratón-HRP (conejo), 1/5000 
Anti-APP total 
clon 2211 
1/5000 Anti-IgG de ratón-HRP (conejo), 1/5000 
Anti-Aβ clon 
WO-2 
1/5000 Anti-IgG de ratón-HRP (conejo), 1/5000 
Anti-fosfo-GSK-
3 Ser 9/21  
1/1000 Anti-IgG de conejo-HRP (cabra), 1/5000 
Anti-GSK3 α/β 
total 
1/1000 Anti-IgG de ratón-HRP (conejo), 1/5000 
 
Anti-IL-1β 1/200 Anti-IgG de rata-HRP (cabra), 1/500 
 





2.5.1. Obtención de secciones de cerebro 
Los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical y posterior 
decapitación. Se extrajeron los cerebros y se fijaron por inmersión en 
paraformaldehído (PFA) al 4% en PBS durante 24 horas a 4º C. Posteriormente 
se lavaron con PBS a 4º C y se sometieron a un proceso de crioprotección, que 
consistió en la inmersión del cerebro en una solución de sacarosa al 33% durante 
48 horas a 4º C (este tratamiento evita la formación de cristales de hielo que 
pudieran dañar al tejido durante su congelación). Finalmente, los tejidos se 
congelaron rápidamente en bloques de OCT (Optimal Cutting Temperature 
Compound, Tissue-Tek; Sakura) y se guardaron a -80ºC hasta el momento de ser 
cortados. 
Antes de realizar las secciones histológicas correspondientes, los bloques 
se dejaron aproximadamente 1 hora en el criostato para que alcanzasen la 
temperatura de corte. Se realizaron secciones sagitales o coronales de 30 µm de 
grosor de los cerebros en un criostato Leica y se recogieron sobre una solución 
de etilenglicol al 30% y glicerol al 30% en tampón fosfato (pH 7,2). Las secciones 
se conservaron a -20ºC hasta el momento de su utilización. 
2.5.2. Tinción inmunohistoquímica de secciones de 
cerebro. 
Para realizar las tinciones inmunohistoquímicas, las secciones de cerebro 
se lavaron con PBS y se incubaron con H2O2 durante 45 minutos para inhibir la 
peroxidasa endógena. Tras lavar de nuevo las preparaciones con PBS, las 
secciones se mantuvieron en solución de bloqueo (1% de BSA, 5% de suero fetal 
bovino (FBS) y 0,1% deTriton X-100 en PBS), durante 1 hora a temperatura 
ambiente. Posteriormente, los tejidos se incubaron con los anticuerpos primarios 
(ver Tabla 8) durante toda la noche a 4ºC. Al día siguiente, se lavaron las muestras 
con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado (Vecstatin Elite 
ABC kit, Vector Laboratories) en PBS-BSA 1% durante 1 hora a temperatura 
ambiente. Se lavaron nuevamente con PBS y se incubaron con el complejo 
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avidina-peroxidasa (siguiendo las instrucciones de los reactivos), durante 1 hora 
a temperatura ambiente. A continuación, después de lavar de nuevo con PBS, se 
procedió al revelado con diaminobencidina (Sigma), durante 10 minutos. La 
reacción se frenó lavando las preparaciones varios minutos con agua destilada. 




2.6.1. Inmunofluorescencia en secciones de cerebro. 
Las secciones de cerebro (apartado 2.5.1) se lavaron dos veces con PBS 
y se pretrataron con Sudan Black, BSA al 1% y Triton X-100 al 1% en tampón PBS 
antes de la incubación con los anticuerpos. Al igual que en la inmunohistoquímica, 
las muestras se incubaron con el correspondiente anticuerpo primario (ver Tabla 
8) a 4º C durante toda la noche. Posteriormente, las secciones se lavaron con 
PBS-BSA 3% y se reveló el marcaje incubando las preparaciones con los 
anticuerpos secundarios acoplados a fluorocromos (Alexa Fluor 488, 594 ó 647, 
Molecular Probes) (ver Tabla 8) durante 1 hora a 37ºC. Transcurrido este tiempo, 
se lavaron con PBS. Por último, los cortes se extendieron sobre portaobjetos y se 
cubrieron con cubreobjetos rectangulares usando el medio de montaje FluorSave 
Reagent (Calbiochem) que reduce el apagamiento de los fluorocromos. Las 
preparaciones se almacenaron en oscuridad a 4ºC. Las imágenes de 
inmunofluorescencia se tomaron con un microscopio confocal TCS SPE de Leica 
y se procesaron y presentaron utilizando los programas informáticos Adobe 
PhotoShop e Illustrator CS3. 
2.6.2. Inmunofluorescencia en células N2a. 
Para los ensayos de inmunofluorescencia se emplearon cubreobjetos de 
35 mm donde se habían sembrado previamente las células N2a. Las células se 
lavaron con PBS y se fijaron durante 15 minutos con PFA al 4% en PBS. 
A continuación se lavaron con PBS y se bloquearon durante 1 hora con PBS 
conteniendo Triton X-100 al 0,1%, suero de cabra al 5% y FBS al 10%. Tras el 




bloqueo, se realizaron 3 lavados con BSA al 3% en PBS y, a continuación, los 
cubreobjetos se incubaron con los anticuerpos primarios (ver Tabla 8) durante 
toda la noche a 4ºC. Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS-BSA 3% 
y se incubaron las células durante 1 hora a 37ºC con los correspondientes 
anticuerpos secundarios (Tabla 8) acoplados a los fluorocromos Cy3 (Jackson 
ImmunoResearch) o Alexa Fluor 488 (Molecular Probes). Transcurrido este 
tiempo, se realizaron dos lavados con PBS-BSA 3% y un tercero con PBS. Por 
último, los cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos con el medio de montaje 
ProLong® Antifade kit (ThermoFisher), que reduce el apagamiento de los 
fluorocromos. Tras dejar secar el medio de montaje, las preparaciones se 
almacenaron en oscuridad a 4ºC. Las imágenes de fluorescencia se adquirieron 
utilizando un microscopio confocal Leica CTR 6500 con un objetivo de inmersión 
en aceite 40x. 
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IHQ: Anti-inmunoglobulinas de conejo biotiniladas (cabra) 
IF: Alexa 488 anti-IgG de conejo (cabra), 1/400 





IHQ: Anti-inmunoglobulinas de ratón biotiniladas (cabra) 
IF: Alexa 647 anti-IgG de ratón (cabra), 1/400 
Anti-GFAP  IHQ: 1/200 
IF: 1/1000 
IHQ: Anti-inmunoglobulinas de conejo biotiniladas (cabra) 
IF: Alexa 594 anti-IgG de conejo (cabra), 1/400 
Anti-Iba-1  IHQ: 1/300 
IF: 1/100 
IHQ: Anti-inmunoglobulinas de conejo biotiniladas (cabra) 





IHQ: Anti-inmunoglobulinas de conejo biotiniladas (cabra) 
IF: Alexa 594 anti-IgG de conejo (cabra), 1/400 
Anti-α-
tubulina  
IF: 1/500 IF: Alexa 488 anti-IgG de ratón (cabra), 1/400 
Anti-NeuN IF: 1/100 IF: Alexa 647 anti-IgG de ratón (cabra), 1/400 
 
2.7. Tinción de las placas amiloides con tioflavina-T. 
Las secciones de cerebro (apartado 2.5.1) se lavaron dos veces con PBS, 
se pretrataron con Sudan Black (Sigma-Aldrich) durante 15 minutos y, a 
continuación, fueron teñidas con tioflavina-T (Sigma-Aldrich) al 0.1% en etanol al 
50% durante 10 minutos. Finalmente, las secciones fueron montadas en 
portaobjetos de vidrio y cubiertas con cubreobjetos usando un medio de montaje 
acuoso. 
 




2.8. Cuantificación de placas amiloides y células gliales y 
microglíales. 
Para cada ratón (7 ratones por fenotipo y tratamiento) se seleccionaron 
4 series (16 secciones, separadas 90µm, abarcando aproximadamente desde 
Bregma -0.95mm hasta -3.78 mm según Paxinos y Franklin, 2001) de secciones 
de 30µm de grosor. Estas secciones fueron teñidas con tioflavina-T 
o inmunomarcadas con anticuerpos anti-GFAP, anti-Iba-1 o anti-Aβ (clon WO2), 
respectivamente.  
Para cada serie, se contabilizó el número de placas amiloides marcadas 
positivamente con tioflavina-T o con anticuerpos anti-Aβ. Los resultados se 
representan como la media ± error estándar de la media (SEM) del número de 
placas amiloides por sección hipocampal. Para analizar el tamaño de los depósitos 
amiloides, se tomaron imágenes de áreas completas de hipocampo marcadas con 
el anticuerpo anti- Aβ (clon WO2) a baja magnificación con una cámara con 
dispositivo de carga acoplada (CCD, de las siglas en inglés). La señal de fondo se 
determinó mediante análisis visual, obteniendo un valor de corte de 165-170 en 
una escala de 0-225 siendo 0 = blanco y 225 = negro. Se midieron las áreas 
negras generadas en las imágenes tras aplicar sobre ellas una máscara binaria. 
Los datos se representan como la media ± error estándar de la media (SEM) del 
tamaño de las placas amiloides en la región hipocampal. 
Asimismo, se contabilizó el número de células astrogliales y microgliales 
en cada serie de secciones. Este contaje se realizó empleando imágenes de 8 bits 
en escala de grises del hipocampo completo, adquiridas a baja magnificación. La 
señal de fondo se determinó mediante análisis visual, obteniendo un valor de corte 
de 170 en una escala de 0-255 siendo 0 = blanco y 255 = negro. A continuación, 
esta señal de fondo fue restada de cada imagen y se aplicó una máscara binaria 
usando el software ImageJ 1.45h (US National Institutes of Health, Bethesda, MD, 
USA). Sólo fueron considerados como células astrogliales o microgliales los 
eventos marcados positivamente con GFAP y anticuerpo Iba-1, respectivamente, 
y con un área mayor de 24.5 µm2. Los datos se representan como la media ± SEM 
del número de células gliales o microgliales por 0,1 mm2 de área hipocampal. 
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2.9. Detección de los fragmentos carboxilo terminales (CTFs) de 
la APP. 
La detección de los fragmentos carboxilo terminales de la APP se llevó a 
cabo mediante Western Blot, a partir de extractos de proteínas procedentes del 
hipocampo de ratones J20 o wild type o lisados de cultivos celulares (apartado 
2.4.1). Se cargaron 20 μg (extractos de hipocampo) o 45 μg (lisados celulares) de 
proteína total en cada uno de los pocillos del gel de electroforesis. La separación 
electroforética de las proteínas se llevó a cabo en geles de poliacrilamida en 
presencia de SDS, utilizando un sistema tampón basado en Tris-Tricina 
(Tris-Tricina-SDS-PAGE). Este es el sistema electroforético preferido para la 
separación de proteínas de pequeño tamaño (< 30 kDa), como es el caso de los 
CTFs que se generan tras el procesamiento proteolítico de la APP por la 
α-secretasa o la β-secretasa. 
Tras la separación electroforética, las proteínas problema se transfirieron 
a membranas de nitrocelulosa (Whatman). Las proteínas de interés se detectaron 
utilizando un anticuerpo dirigido contra el extremo C-terminal de la proteína APP 
humana (Anti-APP CTF 8717, Sigma), a una dilución 1:1000, o un anticuerpo 
monoclonal anti-α-tubulina (1:10000, Sigma). Los anticuerpos secundarios 
utilizados fueron anti-IgG de conejo-HRP (1:1000) o anti-IgG de ratón-HRP 
(1:5000), ambos de Dako Cytomation. Las bandas inmunomarcadas se revelaron 
utilizando el reactivo Western Lightning Chemiluminescence (Perkin Elmer). 
 
2.10. Ensayos de viabilidad celular. 
El estudio de supervivencia o viabilidad celular se llevó a cabo utilizando el 
compuesto bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). 
Este ensayo colorimétrico cuantifica las células metabólicamente activas 
capaces de llevar a cabo la reducción del reactivo MTT (soluble y de color amarillo) 
a un compuesto insoluble de color azul-púrpura (formazán). Esta reducción es 
realizada por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa. La cantidad de 




células vivas es proporcional a la cantidad de formazán generado pudiéndose 
determinar la actividad reductora midiendo la absorbancia a una longitud de onda 
próxima a 550 nm, a la que se sitúa el máximo de absorbancia del formazán. 
Las células se incubaron en placas de seis pocillos. Tras el tratamiento con 
los diferentes agonistas o antagonistas purinérgicos, se retiró el sobrenadante de 
cada uno de los pocillos y se adicionaron 600 μL de MTT (0,5 mg/mL) en solución 
de Locke, dejando incubar durante 2 horas a 37ºC y en oscuridad. Transcurrido el 
periodo de incubación se añadió a cada pocillo 600 μL de solución de 
solubilización (compuesta por Triton X-100 al 10% y HCl 0,1N en isopropanol 
anhidro), agitando durante 1 h a temperatura ambiente y en oscuridad. Mediante 
este procedimiento se consigue lisar las células y disolver los cristales de 
formazán generados. Finalmente, se midió la absorbancia a 570 nm de las 
muestras mediante el uso de un espectrofotómeto (Ultrospec III, Pharmacia). Los 
valores obtenidos se expresaron como porcentaje de la viabilidad celular con 
respecto a las células control (no tratadas). 
 
2.11. Ensayos en ratones J20 tratados farmacológicamente. 
2.11.1. Tratamiento farmacológico. 
La administración in vivo de BBG fue realizada siguiendo el protocolo 
descrito previamente por Diaz-Hernandez et al. (2009). Los ratones fueron 
tratados con el antagonista de P2X7 BBG disuelto a una concentración de 3mg/ml 
en una solución vehículo consistente en PBS libre de calcio y magnesio 
suplementado con dimetil sulfóxido (DMSO) al 0,2%. El compuesto se administró 
intraperitonealmente a los ratones a una dosis de 45,5 mg/kg (mg compuesto/peso 
corporal) cada 48 horas durante 4 meses. Este régimen de administración cada 
48 horas fue establecido teniendo en cuenta que se necesitan al menos 40 horas 
para secretar la droga no absorbida (WHO, 1970). Los animales control se trataron 
con la solución vehículo, siguiendo la misma relación de volumen por peso 
corporal. Una vez por semana se pesaba a los animales para controlar la evolución 
del peso y corregir posibles variaciones en la cantidad de compuesto o vehículo a 
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administrar. Los ratones fueron sacrificados 48 horas tras la última administración 
de BBG o de vehículo. 
 
2.11.2. Análisis de los niveles de BBG en plasma y cerebro. 
Los niveles de BBG en plasma y cerebro fueron medidos en muestras 
obtenidas inmediatamente después de sacrificar a los ratones. Los niveles de BBG 
fueron determinados mediante análisis espectrofotométrico descrito previamente 
(Díaz-Hernández et al., 2009). En primer lugar, se analizó el espectro de 
absorbancia del BBG tanto en PBS como en plasma o en homogenizado de 
cerebro. Se escaneó un rango de longitudes de onda de 200 a 800 nm usando un 
espectrofotómetro (Ultrospec III, Pharmacia), obteniendo en todos los casos el 
máximo de absorbancia a 576 nm. 
Los niveles de BBG en plasma y en homogenados de cerebro de los 
ratones tratados con BBG (wild type y J20 hAPP) se determinaron interpolando 
los valores de absorbancia obtenidos a 576 nm en las rectas de calibrado. Éstas 
se generaron empleando un rango de concentraciones conocidas de BBG, tanto 
en plasma como en homogenado de cerebro. En ratones tratados durante 
4 meses los niveles de BBG alcanzados fueron de 15-20µM en plasma y de 
200-220nM en cerebro. 
 
2.12. Análisis estadístico de los datos. 
Los experimentos mostrados en este trabajo fueron repetidos al menos tres 
veces y los datos obtenidos se presentan como la media aritmética ± el error 
estándar de la media (SEM). Para los análisis estadísticos se utilizó el programa 
Graph Pad Prism 5 (Graph Pad Software, Inc., La Jolla, Ca, USA), aplicando el 
análisis de la t de Student cuando se comparan dos grupos de valores o un análisis 
de la varianza (ANOVA) seguido del post-test de Bonferroni o Dunnet. Se 























1. CARACTERIZACIÓN DE RECEPTORES P2 FUNCIONALES 
RESPONSABLES DE LA REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD α-
SECRETASA EN CÉLULAS Neuro-2a. 
Neuro-2a (N2a) es una línea celular tumoral derivada de la cresta neural 
de ratón. Estas células de neuroblastoma murino expresan un amplio repertorio 
de receptores de membrana acoplados a los principales sistemas de segundos 
mensajeros y han sido ampliamente utilizadas en el análisis de diversas vías de 
señalización intracelular, así como en estudios de diferenciación neuronal y 
crecimiento axonal. Se ha descrito previamente la presencia de un receptor P2X7 
funcional en estas células, el cual estaría implicado en la regulación de la 
diferenciación neuronal y el crecimiento de neuritas (Gómez-Villafuertes et al., 
2009; Wu et al., 2009). Por todo ello, las células N2a constituyen un buen modelo 
con el que abordar el análisis del posible papel del receptor P2X7 en el 
procesamiento de la proteína APP. 
 
1.1 Caracterización de los fragmentos carboxilo-terminales de la 
APP en células N2a. 
El procesamiento proteolítico de la APP por la α-secretasa da lugar a la 
formación de un fragmento carboxilo-terminal (CTF) embebido en la membrana, 
de 83 aminoácidos de longitud, llamado C83. Por el contrario, el procesamiento 
de la APP por la β-secretasa puede dar como resultado la formación de dos 
fragmentos carboxilo terminales (CTFs) de 89 o 99 aminoácidos de longitud, 
llamados C89 y C99, respectivamente (Buxbaum et al., 1998). Tras la rotura de la 
APP por la α- o la β-secretasa, se cree que los CTFs experimentan un complejo 
procesamiento en el interior de la membrana, por acción del complejo 
multiproteína de la γ-secretasa (Steiner et al., 2008). Para abordar el estudio de la 
regulación del procesamiento de la APP dependiente de secretasas, razonamos 
que los CTF nos proporcionarían una buena medida de dicho proceso, ya que 
estos fragmentos son generados en las células directamente tras la escisión de la 
APP por la α- o la β-secretasa (Selkoe et al., 2001). En primer lugar, 




electroforética seguida por inmunotransferencia, empleando un anticuerpo 
comercial dirigido al extremo C-terminal de la APP. Únicamente se detectó una 
banda en el rango de pesos molecular esperables para los CTFs que va 
de ~8 a 14kDa (Figura 16A). Se ha descrito previamente que las células N2a 
procesan el APP mayoritariamente a través de la vía mediada por α-secretasa, 
por lo que parece probable que esta banda se corresponda con el fragmento 
α-CTF C83. Además, los CTFs C89 y C99 generados por la actividad β-secretasa 
deberían presentar un peso molecular superior al de la banda detectada, cuyo 
tamaño, sin embargo, se ajusta bien al peso molecular esperado para el fragmento 
C83 (~8.5 kDa). Sin embargo, para confirmar que la banda que estamos viendo 
es genuinamente C83 realizamos experimentos adicionales. El tratamiento de las 
células con el antagonista de amplio espectro de α-secretasa TAPI-1 redujo de 
manera significativa la banda inmunorreactiva detectada (Figuras 16A y B). Un 
resultado similar se obtuvo al tratar las células con el inhibidor no selectivo de 
metaloproteasas GM6001. En cambio, el tratamiento con el inhibidor IV de 
β-secretasa (BACE) no indujo ninguna reducción en los niveles de la banda 
observada, sino que, al contrario, se obtuvo un marcado aumento (Figuras 16A y 
B). Estos datos confirmaron que la banda inmunorreactiva detectada era el 























Figura 16. Detección del fragmento carboxilo-terminal de la APP, C83, en células 
N2a. Inmunoblot representativo de la detección del fragmento carboxilo terminal de la APP, 
C83 (α-CTF C83), en células N2a tratadas con 10 μM TAPI-1, 100 μM GM6001 o 10 μM 
de inhibidor IV de BACE (A). Se utilizó α-tubulina como control de carga y se calculó el 
cociente α-CTF C83/α-tubulina. Los valores se representaron como porcentaje del 
cociente en células no tratadas (control), que se estableció como el 100%. Los datos son 
la media ± SEM de cuatro experimentos independientes. ***p < 0.001. (B). 
 
1.2 Inhibición de la actividad α-secretasa por el receptor P2X7. 
Realizamos experimentos para determinar si la aplicación del agonista de 
P2X7 BzATP modificaba los niveles de α-CTF C83. La estimulación de las células 
con 100µM BzATP redujo los niveles de C83 tras 2 y 4 horas de incubación, 
aunque esta reducción sólo fue estadísticamente significativa tras 4h de 
tratamiento con el análogo de nucleótido (Figuras 17A y B). Para comprobar si 
esta disminución en los niveles de C83 inducida por BzATP era debida a una 
activación de un receptor de tipo P2X7, tratamos las células N2a con BzATP en 
presencia o ausencia del antagonista de P2X7 BBG. 1 μM de BBG revirtió 
completamente el efecto inhibitorio del BzATP (Figuras 17A y B), siendo una clara 
indicación de que la reducción en los niveles de C83, inducida por BzATP, está 
mediada por un receptor P2X7. Además, los cambios observados en los niveles 
de C83 no pueden ser atribuidos a ningún proceso citotóxico provocado por la 
exposición a las sustancias utilizadas, ya que ni BzATP ni BBG modificaron la 
















































































Figura 17. Inhibición de la actividad α-secretasa por BzATP en las células N2a. 
(A) Las células fueron tratadas con BzATP (100 μM), BBG (1 μM) o BzATP (100 μM) 
en presencia de BBG (1 μM). Los niveles de α-CTF C83 y α-tubulina fueron 
cuantificados por Western blot tras diferentes tiempos de tratamiento (1, 2 o 4 horas). 
(B) Las barras representan la media ± SEM de los cocientes α-CTF C83/α-tubulina 
normalizados con respecto al control (cociente en células no tratadas), que se 





























































































































Figura 18. Estudio de la viabilidad celular de las células N2a. Las células 
fueron tratadas con BzATP (100 μM) o BBG (1 μM) y la viabilidad celular fue analizada, 
tras cuatro horas de tratamiento, por el método de MTT. Los datos representan la media ± 
SEM de tres experimentos realizados en triplicado. 
 
1.3 Efecto bifásico del BzATP en la actividad α-secretasa en 
células N2a. 
A continuación, tratamos las células con diferentes concentraciones de BzATP. 
Basándonos en nuestros resultados anteriores realizados a diferentes tiempos, 
elegimos 4h como el tiempo de incubación para llevar a cabo rutinariamente los 
experimentos Al estudiar el efecto de BzATP a diferentes concentraciones, se 
observó un efecto bifásico de este agonista: Concentraciones bajas de BzATP 
(hasta 100µM) indujeron una reducción en los niveles detectados de C83, mientras 
que concentraciones más elevadas del nucleótido aumentaron la actividad α-
secretasa (Figura 19). Estos resultados sugieren que el BzATP puede estar 









































Figura 19. El BzATP activa dos receptores de nucleótidos diferentes, con efectos 
opuestos sobre la actividad α-secretasa. (A) Las células N2a fueron estimuladas con 
distintas concentraciones de BzATP, en el rango de 10 μM a 600 μM, y se analizaron, 
mediante Western blot, los niveles de α-CTF C83 y α-tubulina en los lisados celulares 
tras cuatro horas de tratamiento con el BzATP. (B) Las barras representan la media 
± SEM de los cocientes α-CTF C83/α-tubulina normalizados con respecto al control, en 
doce experimentos independientes. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. 
 
 
Como habíamos demostrado previamente que el efecto inhibitorio de 
BzATP, a 100µM, puede ser revertido por BBG 1µM (Figura 17), repetimos la 
curva dosis-respuesta para BzATP en presencia de este antagonista de P2X7. El 
BBG previno completamente el efecto inhibitorio del BzATP en la actividad α-
secretasa, mientras que el componente estimulatorio observado a 
concentraciones más elevadas de BzATP, no se vio afectado por la presencia del 


























































































Figura 20. El antagonista BBG previene el efecto inhibitorio del BzATP sobre la 
actividad α-secretasa. (A) Las células N2a fueron preincubadas con 1 μM BBG durante 
30 minutos y a continuación se estimularon con diferentes concentraciones de BzATP, 
en el rango de 10 μM a 600 μM. Mediante Western blot se analizaron los niveles de 
α-CTF C83 y α-tubulina en los lisados celulares, tras cuatro horas de tratamiento con el 
BzATP. (B) Las barras representan la media ± SEM de los cocientes 
α-CTF C83/α-tubulina, normalizados con respecto al control, en seis experimentos 
independientes. *p < 0.05. 
 
Estos resultados apoyan nuestra hipótesis anterior de que el BzATP inhibe 
la actividad α-secretasa a través de su interacción con un receptor P2X7. El efecto 
estimulatorio del BzATP sobre la actividad α-secretasa, parece estar mediado, en 
cambio, por un receptor diferente, resistente a BBG. Se ha descrito que el receptor 
P2X7 es bastante insensible a suramina (Gever et al., 2006), un antagonista no 
selectivo capaz de inhibir la mayoría de los subtipos de receptores P2 (Gever et 
al., 2006; Abbracchio et al., 2006). Al realizar los ensayos en presencia de 
suramina 100µM, el BzATP no mostró ningún efecto estimulatorio sobre la 
actividad α-secretasa, pero sí se observó una reducción en los niveles de C83 a 





















































































Figura 21. La suramina inhibe el efecto estimulatorio del BzATP sobre la actividad 
α-secretasa. (A) Las células N2a fueron preincubadas con 100 μM de suramina durante 
30 minutos y a continuación se estimularon con diferentes concentraciones de BzATP, 
en el rango de 10 μM a 600 μM. Mediante Western blot se analizaron los niveles de 
α-CTF C83 y α-tubulina en los lisados celulares, tras cuatro horas de tratamiento con el 
BzATP. (B) Las barras representan la media ± SEM de los cocientes 
α-CTF C83/α-tubulina, normalizados con respecto al control, en seis experimentos 
independientes. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. 
 
En resumen, estos resultados demuestran claramente que el BzATP, 
dependiendo de su concentración, puede activar dos receptores de nucleótidos 
diferentes en las células N2a. Estos receptores pueden ser diferenciados 
farmacológicamente y tienen efectos opuestos sobre la actividad α-secretasa. Uno 
de ellos, que predomina a las concentraciones más bajas de BzATP y cuya 
activación lleva a una reducción en la actividad α-secretasa, es inhibido por 
1 μM BBG, pero se ha visto que es resistente a suramina 100µM. Estos resultados 
apuntan claramente a un receptor P2X7 como el responsable de la reducción en 
la actividad α-secretasa mediada por BzATP. El otro receptor, que parece ser 
activado a concentraciones mayores de BzATP y cuyo efecto es aumentar la 
actividad α-secretasa, muestra un perfil de inhibición completamente diferente, 












































































1.4 El silenciamiento del receptor P2X7 previene el efecto 
inhibitorio de BzATP sobre la actividad α-secretasa.  
Para silenciar la expresión del receptor P2X7 nativo se diseñó un shRNA 
(“small hairpin RNA”) clonado en el vector pSuper.neo/gfp. La transfección de las 
células N2a con dicho vector (shRNA-P2X7) redujo específicamente la expresión 
de la proteína P2X7R al compararlo con células control, que fueron transfectadas 










Figura 22. Silenciamiento del receptor P2X7 en las células N2a (A) Western blot de 
las células N2a transfectadas con el RNA de interferencia para el receptor P2X7 (shRNA-
P2X7) o con un vector no específico shRNA-luciferasa (shRNA-Luc). Los niveles de 
α-tubulina se utilizaron como control de carga (B) El cociente P2X7/α-tubulina fue 
utilizado para estimar la eficiencia del silenciamiento del receptor P2X7. ***p < 0.001.  
 
A continuación, analizamos el efecto de BzATP en los niveles de C83 en 
células transfectadas tanto con shRNA-P2X7 como con shRNA-Luc (Figura 23). 
Los experimentos se llevaron a cabo en presencia de suramina 100µM para 
reducir, en lo posible, la contribución del receptor capaz de estimular la actividad 
α-secretasa. Sin embargo, la suramina parece ser ligeramente menos efectiva en 
las células transfectadas, siendo incapaz de evitar completamente la participación 
de dicho receptor. 
Se obtuvo una curva bifásica para el BzATP en las células control 











































α-secretasa únicamente a las concentraciones más bajas (hasta 100µM) 
(Figura 23A). A concentraciones mayores de BzATP la activación del receptor 
estimulador de α-secretasa parece contrarrestar el efecto inhibitorio observado a 
concentraciones inferiores del agonista.  
Sin embargo, es importante señalar que el efecto inhibitorio de BzATP 
sobre la actividad α-secretasa desaparece completamente cuando el receptor 
P2X7 ha sido silenciado, siendo este agonista incapaz de reducir los niveles de 
C83 en las células transfectadas con shRNA-P2X7 a ninguna de las 




Figura 23. El BzATP induce la 
inhibición de α-secretasa a 
través de la activación del 
receptor P2X7 Se aplicaron 
distintas concentraciones de 
BzATP, en el rango de 10 μM a 
600 μM, en presencia de 100 
μM de suramina, a células 
transfectadas con un vector no 
específico shRNA-luciferasa 
(shRNA-Luc) (A) o con el RNA 
de interferencia para el receptor 
P2X7 (shRNA-P2X7) (B). La 
suramina fue preincubada 
durante 30 minutos antes de la 
adición del agonista BzATP. 
Los niveles de α-CTF C83 y α-
tubulina se cuantificaron, 
mediante Western blot, tras 4 
horas de tratamiento con el 
BzATP. Las barras representan 
la media ± SEM de los 
cocientes α-CTF C83/α-
tubulina normalizados con 
respecto al control (células no 
estimuladas con BZATP), en 
cinco experimentos 

















































































































1.5 El receptor P2Y2 media el aumento de la actividad α-secretasa 
inducida por BzATP. 
Los resultados presentados hasta ahora demuestran claramente que los 
efectos inhibitorios del BzATP sobre la actividad α-secretasa están mediados por 
un receptor P2X7, ya que tanto el bloqueo farmacológico del receptor como la 
reducción de su expresión con herramientas de biología molecular, previenen 
completamente la disminución en la actividad α-secretasa inducida por BzATP 
(Figuras 20 y 23). 
Sin embargo, es necesario aclarar la naturaleza del receptor responsable 
del aumento en la actividad α-secretasa inducido por BzATP. Se ha descrito que 
el procesamiento de APP dependiente de α-secretasa puede ser acrecentado 
mediante la activación de un receptor P2Y2 (Camden et al., 2005; Kong et al., 
2009). Además, los receptores P2Y2 pueden ser activados por BzATP (Wildman 
et al., 2003) y son sensibles a la inhibición por suramina (Abbracchio et al., 2006), 
características farmacológicas que son compartidas por nuestro receptor 
estimulante de la actividad α-secretasa. Para analizar si un receptor P2Y2 pudiera 
ser el responsable de la estimulación de la actividad α-secretasa inducida por 
BzATP en las células N2a, empleamos varios enfoques experimentales. En primer 
lugar, analizamos las respuestas de calcio al estimular las células con diferentes 
agonistas nucleotídicos que activan receptores P2Y2. Se ha descrito que el 
receptor P2Y2 es activado equipotentemente por ATP y UTP, mientras que el UDP 
es un agonista menos efectivo (Abbracchio et al., 2006) Además de los nucleótidos 
trifosfato, el receptor también responde a dinucleósido tetrafosfatos, como el Ap4A 
o el Up4U (Pendergast et al., 2001). Como se puede observar en la Figura 24, 
concentraciones idénticas de UTP y ATP (100µM) provocaron similares 
incrementos de [Ca2+]i en las células N2a, mientras que el UDP dio lugar a 
respuestas de mucha menor amplitud. Las células N2a también mostraron 
aumentos transitorios de [Ca2+]i tras la aplicación de Up4U 100µM, siendo este 
patrón de respuestas compatible con la presencia de un receptor P2Y2 funcional 













Figura 24. Incrementos de calcio intracelular inducidos por diferentes agonistas 
nucleotídicos en las células N2a. Las células fueron estimuladas durante 30 segundos 
con ATP (100 μM), UTP (100 μM), Up4U (100 μM) y UDP (10 y 100 μM) y se midieron 
los incrementos transitorios de calcio, mediante el uso de la sonda fluorescente 
Fura2 AM. Los registros representan la media ± SEM de 156 células individuales. 
 
Se puede descartar la implicación de otros receptores P2 activados por 
pirimidinas, como el P2Y6, ya que éste es un receptor mucho más afín por los 
nucleósidos difosfato, siendo el UDP un agonista mucho más potente que el UTP 
(Abbracchio et al., 2006). Sin embargo, basándonos en este perfil farmacológico 
no podemos descartar la participación de un receptor de tipo P2Y4, ya que este 
receptor ha demostrado ser sensible a Up4U (Pendergast et al., 2001), siendo su 
ortólogo de ratón activado equipotentemente por ATP y UTP (Abbracchio et al., 
2006). 
Para poder elucidar si hay receptores P2Y2 y/o receptores P2Y4 presentes 
en las células N2a, analizamos la expresión de ambos receptores a nivel 
transcripcional. Análisis de RT-PCR demostraron que sólo los receptores P2Y2 
son expresados a un nivel cuantificable en células N2a (Figura 25A). Ensayos 






































Figura 25. Expresión del receptor P2Y2 en las células N2a. (A) La expresión de los 
receptores P2Y2 y P2Y4 fue analizada por RT-PCR en células N2a, N, y extractos de 
RNAm de cerebro de ratón adulto, B. H2O, control llevado a cabo en ausencia de molde. 
M, marcador de DNA Direct LoadTM Wide Range. (B) Detección inmunocitoquímica del 
receptor P2Y2 en células N2a (rojo). La morfología celular fue definida usando anticuerpos 
anti α-tubulina (verde). Barra de escala, 5 μm. 
 
Una vez establecida la presencia de un receptor P2Y2 funcional en las 
células N2a nos preguntamos si la activación de dicho receptor daría lugar a 
aumentos en la actividad α-secretasa. La estimulación de las células con el 
agonista de P2Y2 Up4U aumentó los niveles de α-CTF C83 de manera 
dependiente de concentración (pEC50, 6,96 ± 0.20; nH 0.96 ± 0.38), alcanzando la 
saturación a aproximadamente 1.0 µM del ligando añadido (Figura 26A). Además, 
las respuestas a Up4U fueron inhibidas por suramina (Figura 26B), lo cual es 





























Figura 26. La activación del receptor P2Y2 incrementa la actividad α-secretasa en 
las células N2a. (A) Las células fueron estimuladas con diversas concentraciones de 
Up4U, en el rango de 1 nM a 100 μM. Los niveles de α-CTF C83 y α-tubulina se 
cuantificaron, por Western blot, tras 4 horas de tratamiento con el agonista P2Y2. Las 
barras representan la media ± SEM de los cocientes α-CTF C83/α-tubulina, 
normalizados con respecto al control (células no estimuladas), en cinco experimentos 
independientes. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. (B) Las células N2a fueron 
preincubadas con 100 μM de suramina y estimuladas con las mismas concentraciones 
de Up4U usadas en (A), pero en presencia del antagonista. Se muestran los resultados 
obtenidos a 1 μM de Up4U. Las barras representan la media ± SEM de los cocientes 
α-CTF C83/α-tubulina, normalizados con respecto al control, en cuatro experimentos 
independientes. **p < 0.01, control vs 1 μM Up4U; ##p < 0.01, 1 μM Up4U vs 1 μM Up4U 
+ 100 μM suramina. 
 
El tratamiento con Up4U (incluso a la concentración más elevada 
empleada, 100 µM) o con suramina (100 µM) no modificó la viabilidad celular, la 





























































































































Figura 27. Estudio de la viabilidad celular de las 
células N2a. Las células fueron incubadas con Up4U 
(100 μM) o suramina (100 μM) y la viabilidad celular 
fue analizada, tras cuatro horas de tratamiento, por el 
ensayo de MTT. Los datos representan la media ± 






Con todos estos resultados obtenidos parece razonable concluir que el 
aumento en la actividad α-secretasa observado a concentraciones elevadas de 
BzATP (superiores a 100µM) está mediado por un receptor P2Y2, teniendo en 
cuenta que el BzATP ha sido descrito previamente como un activador de este tipo 
de receptor (Wildman et al., 2003) y que estas respuestas a BzATP se vieron 
reducidas en presencia de suramina (Figuras 21A y B).  
 
2. EL RECEPTOR P2X7 MODULA LA ACTIVIDAD α-SECRETASA 
A TRAVÉS DE GSK-3. 
A partir de los resultados previos ha quedado demostrado que la activación 
del receptor P2X7 inhibe la actividad α-secretasa en las células N2a. A 
continuación, nos preguntamos si, de manera inversa, el bloqueo del receptor 
P2X7 podría conducir a incrementos en la actividad de este enzima, favoreciendo 
de esta manera el procesamiento no amiloidogénico de la APP, lo que abriría la 
posibilidad del uso de antagonistas P2X7 en el tratamiento terapéutico de la 
enfermedad de Alzheimer. 
Por otra parte, se ha descrito previamente la modulación de la actividad 
GSK-3 por el receptor P2X7 en neuronas de hipocampo (Díaz-Hernández et al., 

































se ha demostrado que la administración de litio, un inhibidor de GSK-3, reduce los 
depósitos amiloides en ratones transgénicos modelo de AD (Phiel et al., 2003; Su 
et al., 2004; Rockenstein et al., 2007). A la vista de estos resultados, nos 
preguntamos si la acción del receptor P2X7 sobre la actividad α-secretasa, que 
conduciría a cambios en el procesamiento de la APP y la generación del péptido 
Aβ, pudiera estar mediada a través de GSK-3. 
 
2.1 El antagonismo del receptor P2X7 modifica el estado de 
fosforilación de GSK-3 y la actividad α-secretasa en las células 
N2a. 
En células N2a, las respuestas de calcio inducidas por BzATP 100µM 
pueden ser bloqueadas por dos antagonistas del receptor P2X7: BBG (1µM) y 
A438079 (1µM). El BBG actúa como un antagonista lentamente reversible, dando 
lugar a la inhibición de la respuesta a BzATP durante 25-30 minutos después del 
lavado (Figura 28A). En cambio, el efecto antagonista de A438079 fue revertido 










Figura 28. Antagonismo del receptor P2X7 por BBG y A438079. Incrementos en la 
[Ca2+]i en células N2a inducidos por 100 μM BzATP en presencia o ausencia de 
BBG 1 μM (A) o A438079 1 μM (B) (n = 55). Las barras en la parte superior de las 
































El bloqueo del receptor P2X7, por parte tanto de BBG como de A438079, 
indujo un aumento significativo en la fosforilación en serina 9/21 de la enzima 
GSK-3 (Figura 29A) y un aumento significativo en el producto de la α-secretasa α-
CTF C83 (Figura 29B). Por otra parte, se observó un aumento en la producción 
del fragmento C83 en respuesta al inhibidor selectivo de GSK-3 SB216763 1µM 
(Figura 29B), lo que indica la mediación de GSK-3 en la actividad α-secretasa. Por 
el contrario, se observó un descenso significativo en los niveles del fragmento C83 
tras la estimulación de las células N2a con BzATP, lo cual indujo un descenso 











Figura 29. El antagonismo del receptor P2X7 modifica la actividad de GSK-3 y 
α-secretasa en las células N2a. (A) Detección por Western blot de p-GSK-3β (pSer9) 
y GSK-3β total en células N2a tratadas durante 4 horas con BBG 1 μM, A438079 1 μM 
o BzATP 100 μM. Las barras representan la media ± SEM del cociente 
p-GSK-3β/GSK-3β total en tres experimentos independientes realizados en duplicado. 
(B) Inmunoblot representativo de la detección de α-CTF C83 y APP total en células N2a 
tratadas con BzATP 100 μM, BBG 1 μM, SB216763 1 μM o A438079 1 μM. Las barras 
representan la media ± SEM del cociente α-CTF C83/APP en cuatro experimentos 
independientes realizados en duplicado. En todos los casos se utilizó α-tubulina como 
control de carga y el valor del 100% corresponde al cociente obtenido en células no 




































































La participación de GSK-3 en la producción del fragmento C83 fue 
confirmada transfectando las células N2a con una enzima GSK-3 mutada, en la 
que la serina 9 está reemplazada por una alanina (GSK-3 S9A). Esta mutación 
previene la inhibición de GSK-3 por fosforilación en serina 9. Como se muestra en 
la Figura 30, la presencia de GSK-3 S9A evitó el aumento en la producción de C83 












Figura 30. Implicación de GSK-3 en la producción del fragmento C83 inducida por 
la inhibición de P2X7. (A) Detección por Western blot de α-CTF C83 y APP total en 
células N2a transfectadas con pcDNA-GSK-3β o pcDNA-GSK3βS9A y tratadas durante 
4 horas con BBG 1 μM o A438079 1 μM. Las barras representan la media ± SEM del 
cociente α-CTF C83/APP, normalizado con respecto al control (células no tratadas), en 
cuatro experimentos independientes realizados en duplicado. #p < 0.05; ##p < 0.01. 
 
2.2 Modulación de la actividad GSK-3 y α-secretasa por el 
receptor P2X7 expresado heterólogamente en células HEK. 
Para confirmar el efecto regulador del receptor P2X7 en la actividad 
α-secretasa, expresamos el vector P2X7-IRES-GFP en células HEK293t, una 
línea celular que carece de receptor P2X7 nativo. La estimulación con 











































robusta respuesta de calcio, 3 veces más elevada que la inducida por ATP (1mM) 
(Figura 31A). Sin embargo, en células transfectadas con el vector vacío 
IRES-GFP, tanto ATP (1mM) como BzATP (100 μM) produjeron aumentos débiles 














Figura 31. Expresión heteróloga de un receptor P2X7 funcional en células HEK. 
Incrementos de calcio intracelular inducidos por ATP 1mM o BzATP 100 μM en células 
HEK293t transfectadas con el vector P2X7-IRES-GFP (A) o el vector vacío IRES-GFP 
(B). Los registros representan la media ± SEM de al menos 50 células individuales. 
 
Por otra parte, la estimulación con BzATP (100μM) de las células 
transfectadas con el vector P2X7-IRES-GFP, indujo una reducción significativa en 
la fosforilación de GSK-3 (Figura 32A), mientras que, tal y como se vio en las 
células N2a, la inhibición de P2X7 con BBG 1μM aumentó significativamente tanto 
el estado de fosforilación de GSK-3 como la producción del fragmento C83 






































Figura 32. Modulación de la actividad de GSK3 y α-secretasa por el receptor P2X7 
expresado heterólogamente en células HEK. (A) Detección por Western blot de GSK-3 
total y GSK-3 fosforilada en células HEK transfectadas con P2X7-IRES-GFP o IRES-GFP 
y tratadas durante 4 horas con BBG 1 μM o BzATP 100 μM. Las barras representan la 
media ± SEM del cociente p-GSK-3β/GSK-3β en cuatro experimentos independientes 
realizados en duplicado. (B) Inmunoblot representativo de la detección de α-CTF C83 y 
APP total en células HEK transfectadas con P2X7-IRES-GFP o IRES-GFP y tratadas con 
BBG 1 μM o BzATP 100 μM. Las barras representan la media ± SEM del cociente 
α-CTF C83/APP en cuatro experimentos independientes realizados en duplicado. En todos 
los casos se utilizó α-tubulina como control de carga y el valor del 100% corresponde al 
cociente obtenido en células no tratadas. #p < 0.05. 
 
3. LA INHIBICIÓN IN VIVO DE P2X7 DISMINUYE LAS PLACAS 
AMILOIDES EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 
MEDIANTE GSK-3 Y SECRETASAS.  
 
3.1 El antagonismo in vivo de P2X7 previene la hipofosforilación 
de GSK-3 observada en los ratones J20. 
Los ratones J20 comienzan a desarrollar depósitos amiloides en el 
hipocampo a la edad de 6-8 meses. Como se muestra en las Figuras 33 A y B, 













































































Aβ como con el colorante tioflavina-T, una sal de benzotiazol que incrementa su 










Figura 33. Cuantificación de las placas de β-amiloide (Aβ) en el hipocampo de 
ratones J20. (A) Las placas Aβ se tiñeron con el colorante tioflavina-T y con anticuerpos 
anti-Aβ WO2 en el hipocampo de ratones J20 de 8 meses de edad. Los insertos muestran 
la magnificación 2X de las áreas identificadas en (A). Barra de escala, 100 μm. 
Abreviaturas: DG, giro dentado (dentate gyrus). (B) Las barras muestran el promedio del 
número de placas presentes en el hipocampo de ratones J20 de 6 a 8 meses de edad, 
comparados con los correspondientes wild type. Se analizaron 16 secciones por ratón 
(n = 7 ratones por genotipo). ***p < 0.001.  
 
Para investigar el papel potencial del receptor P2X7 en la formación de 
placas amiloides, ratones J20 de 3-4 meses de edad (es decir, 4 meses antes de 
la aparición de las primeras placas hipocampales) y sus hermanos de camada wild 
type, fueron tratados con solución vehículo (PBS) o con BBG durante 16 semanas. 
Los ratones fueron pesados semanalmente y así la dosis de BBG fue ajustada en 
consecuencia. A pesar de que los ratones J20 presentan una masa corporal 
menor que los ratones wild type a la edad a la que los depósitos de amiloide 
comienzan a formarse (Deacon et al., 2008), no se observaron alteraciones 
significativas en el peso corporal a lo largo del tratamiento (Figura 34). Con esta 
dosis, la concentración de BBG alcanzada en el cerebro de los ratones tratados 
fue de entre 160 y 220 nM (ver Materiales y Métodos); por lo tanto, en el rango de 
































y un orden de magnitud por debajo de LD50 (dosis letal media) de 











Figura 34. El tratamiento con BBG no afecta al peso corporal de los ratones J20 
o wild type. Evolución de la masa corporal en ratones wild type (WT) o J20 durante las 
16 semanas de tratamiento con tampón fosfato salino (PBS) o BBG (n = 7 ratones por 
grupo). 
 
De acuerdo con trabajos previos, que muestran la hipofosforilación de 
GSK-3 tras la infusión intracerebral de Aβ (Hu et al., 2009), los ratones J20 de 6-
8 meses de edad también presentan una hipofosforilación constitutiva de esta 
enzima (el valor del cociente pGSK-3/GSK-3 total fue de 0.4233 ± 0.1020 en 
ratones J20, frente a 1.119 ± 0.1618 en ratones hermanos control; Figuras 35 A y 
B). Tras el tratamiento con BBG, se reevaluó el estado de fosforilación de GSK-3, 
revelando un bloqueo completo de la hipofosforilación constitutiva de GSK-3 que 






































Figura 35. El tratamiento con BBG modifica el estado de fosforilación de GSK-3 
en los ratones J20. (A) Western blot representativo de la detección de p-GSK-3β y 
GSK-3β total en el hipocampo de ratones wild type (WT) o J20 tratados con PBS o 
BBG. Se utilizó α-tubulina como control de carga. (B) Las barras representan la media 
± SEM del cociente p-GSK-3β/GSK-3β total (n = 7 ratones por grupo). *p < 0.05. 
 
Sin embargo, el tratamiento con BBG no modificó significativamente los 
niveles de ARN mensajero (ARNm) del receptor P2X7. Asimismo, tampoco se 
vieron alterados, por el tratamiento con el antagonista, los niveles de la proteína 























































Figura 36. El tratamiento con BBG no modifica la expresión de P2X7 ni su 
distribución en el hipocampo. (A) Las barras representan la media ± SEM de los 
niveles de ARNm del receptor P2X7 en el hipocampo de ratones WT y J20 tratados con 
PBS o BBG (n = 7 por grupo). Todos los valores fueron normalizados con respecto a la 
expresión de β-actina. (B) Western blot representativo de la detección de la proteína 
P2X7 en el hipocampo de ratones J20 y WT tratados o no con BBG. Se utilizó α-tubulina 
como control de carga (C). Las barras representan la media ± SEM del cociente 
P2X7/α-tubulina en el hipocampo de ratones WT y J20 tratados o no con BBG 
(n = 7 ratones por grupo). (D y E) Inmunomarcaje del receptor P2X7 en el hipocampo 
de ratones J20 tratados con PBS (D) o BBG (E). Barra de escala, 500 μm. 
 
Es de destacar que cuando se analizó la distribución de la proteína GSK-3 
fosforilada en el hipocampo de ratones J20 tratados con BBG (Figura 37A), se 
observó una gran similitud con el patrón previamente descrito para el receptor 
P2X7 (ver Figura 36E). De acuerdo con esto, un análisis más detallado reveló que 
el aumento en los niveles de p-GSK-3, inducido por BBG, tuvo lugar en el soma 
de neuronas piramidales CA1 y CA3 y en terminales que inervan las neuronas 
piramidales CA3, presentando ambas áreas inmunomarcaje positivo para el 














































































Figura 37. Distribución de p-GSK-3 en el hipocampo de ratones J20 tratados con 
BBG. (A) Inmunomarcaje representativo de p-GSK-3 en el hipocampo de ratones J20 
tratados con BBG. Barra de escala, 500 μm. (B-E) Imágenes de microscopía confocal 
del hipocampo de ratones J20 tratados con PBS (B yC) o BBG (D y E) y marcados con 
anticuerpos frente a P2X7 (verde), p-GSK-3 (rojo) y NeuN (azul). Barra de escala, 


































3.2 Efecto del tratamiento con BBG en células astrogliales y 
microgliales 
Debido a que la presencia del receptor P2X7 ha sido ampliamente descrita 
en células astrogliales y microgliales, decidimos comprobar si el tratamiento con 
BBG afectaba a estos linajes celulares. A pesar de que las células microgliales 
presentaron un marcaje positivo para P2X7 (Figuras 38 A y B), el tratamiento con 
BBG no modificó ni el número ni la morfología de estas células en el hipocampo 
de los ratones J20 (Figuras 38 C-G). Además, tampoco se observaron 
alteraciones, entre los ratones J20 tratados con BBG y sin tratar, en el 
reclutamiento de la microglia alrededor de las placas amiloides (Figura 38I) o en 
las células positivas para P2X7 que se encuentran dentro o alrededor de las placas 
Aβ (Figuras 38 J-L). Por otra parte, en los ratones J20 tratados con BBG se detectó 
un descenso significativo en el marcador de inflamación IL-1β (Figura 38H) y un 
aumento en los niveles de p-GSK-3 en las células positivas para P2X7 que rodean 
las placas amiloides (Figura 38L), lo que es consecuente con un efecto inhibitorio 































Figura 38. Efecto del tratamiento con BBG en células microgliales. (A y B) Imágenes 
de microscopía confocal en secciones de hipocampo de ratones J20 de 6 a 8 meses de 
edad. Las secciones fueron marcadas con anticuerpos frente a P2X7 (verde) y el marcador 
microglial Iba-1 (rojo). Los núcleos celulares se tiñeron con DAPI (azul). Barra de escala, 
25 μm. (C y D) Inmunomarcaje de Iba-1 en el hipocampo de ratones J20 tratados conPBS 
(C) o BBG (D). Barra de escala, 500 μm. (E y F) Magnificación de 5 veces del área 
hipocampal mostrada en (C) y (D), respectivamente. Barra de escala, 50 μm. (G) 
Cuantificación de las células microgliales (Iba-1-positivas) en el hipocampo de ratones J20 
tratados con PBS o BBG. Las barras representan la media ± SEM del número de células 
microgiales en un área de 0.1 mm2 del hipocampo. Se analizaron 16 secciones por ratón 
(n = 7 ratones por tratamiento). (H) Cuantificación por Western blot de IL-1β, normalizada 
a α-tubulina, en el hipocampo de ratones J20 tratados con PBS o BBG. ***p < 0.001. (I) 
Imagen de microscopía confocal en el hipocampo de un ratón J20, marcado con 
anticuerpos frente a Iba-1 (verde) y WO2 (rojo). Los núcleos celulares se tiñeron con DAPI 
(azul). (J y K) Imágenes de microscopia confocal en secciones del hipocampo de ratones 
J20, marcadas con anticuerpos frente a P2X7 (verde) y WO2 (rojo). Se utilizó DAPI (azul) 
para marcar los núcleos celulares. Barra de escala, 50 μm. (L) Imagen confocal del 
hipocampo, marcado con anticuerpos frente a P2X7 (verde), WO2 (rojo) y pGSK3 (azul), 
de un ratón J20 tratado con BBG. Barra de escala, 25 μm. Los insertos muestran cada uno 
de los canales individuales del área identificada en (L). Abreviaturas: DG, giro dentado; 


























































































Por el contrario, no hemos detectado marcaje positivo para P2X7 en 
células astrogliales de hipocampo (Figura 39A) y, por consiguiente, tampoco se 
observaron modificaciones ni en el número ni en la morfología de estas células en 
los ratones J20 tratados con BBG, al compararlos con ratones tratados con la 









Figura 39. Efecto del tratamiento con BBG en células astrogliales. (A) Imagen de 
microscopía confocal en el hipocampo de un ratón J20, marcado con anticuerpos frente a 
P2X7 (verde) y el marcador astroglial GFAP (rojo). Los núcleos celulares se tiñeron con 
DAPI (azul). Barra de escala, 50 μm. (B y C) Inmunomarcaje de GFAP en secciones de 
hipocampo de ratones J20 tratados con PBS (B) o BBG (C). Barra de escala, 500 μm. (D 
y E). Magnificación de 5 veces del área hipocampal mostrada en (B) y (C), 
respectivamente. Barra de escala, 50 μm. (F) Cuantificación de las células astrogliales 
(GFAP-positivas) en el hipocampo de ratones J20 tratados con PBS o BBG. Las barras 
representan la media ± SEM del número de células en un área de 0.1 mm2 del hipocampo. 
Se analizaron 16 secciones por ratón (n = 7 ratones por tratamiento). Abreviaturas: DG, 
giro dentado; NLCA1, capa nuclear CA1. 
 
3.3 El tratamiento con BBG previene el desarrollo de placas 
amiloides en ratones J20 mediante la regulación de la actividad 
α-secretasa. 
Para determinar la influencia del receptor P2X7 en el desarrollo de las 
placas amiloides, el primer abordaje fue identificar los productos del 
procesamiento proteolítico de la APP por la α-secretasa (fragmento C83) o la β-
secretasa (fragmento C99), en el hipocampo de ratones J20 y wild type tratados 























































reconoce la región C-terminal de la APP, permitieron identificar dos bandas, en el 
rango de pesos moleculares esperables para los fragmentos C-terminales (CTFs) 
de la APP, en el hipocampo de los ratones J20. La banda superior corresponde al 
fragmento generado por el procesamiento amiloidogénico de la APP por la 
β-secretasa (CTF C99), ya que esta misma banda también se detecta utilizando 
el anticuerpo anti-Aβ WO2, el cual reconoce los aminoácidos 4-10 del péptido Aβ, 
presentes en el fragmento C99, pero ausentes en el fragmento producto de la 
α-secretasa, C83, de menor tamaño (banda inferior). En los ratones wild type, 
únicamente el fragmento C83 pudo ser detectado (Figura 40). 
Figura 40. Identificación de los fragmentos C-terminales de la APP, C83 y C99, en 
el hipocampo de ratones J20 y wild type tratados con PBS o BBG. Western blot 
representativo de la detección de los fragmentos carboxilo-terminales de la APP, C83 
y C99, y de la APP total en el hipocampo de ratones J20 y wild type (WT) tratados con 
PBS o BBG. Para dicha detección se utilizaron anticuerpos (Ab) dirigidos contra la 
región N-terminal de la APP (22C11), la región C-terminal de la APP (CTF) y la región 
N-terminal (aminoácidos 4-10) del péptido β-amiloide humano (WO2). α-tubulina se 
utilizó como control de carga. 
 
La cuantificación de estos ensayos demostró que el tratamiento con BBG 
aumenta significativamente el producto de la α-secretasa en los ratones J20 





















frente a 0.67 ± 0.08 en ratones J20 tratados con BBG, Figura 41B). Además, en 
concordancia con una actividad α-secretasa incrementada en los ratones J20 
tratados con BBG, que conllevaría una reducción de la cantidad de sustrato (APP) 
disponible para la β-secretasa, se observó también una reducción en los niveles 
del fragmento C99 (cociente C99/APP de 1.105 ± 0.1278 en ratones tratados con 
vehículo frente a 0.6512 ± 0.1377 en ratones tratados con BBG, Figura 41D), 
detectado usando el anticuerpo WO2 específico frente a la región N-terminal del 
péptido Aβ (residuos aminoacídicos 4-10 de Aβ humano). De esta manera, el 
tratamiento con BBG modifica significativamente el procesamiento proteolítico de 
la APP en los ratones J20 (el cociente C99/C83 fue de 1.35 ± 0.010 en ratones 
J20 tratados con vehículo, frente a 0.88 ± 0.010 en ratones tratados con BBG, 
Figura 41C). 
 
Figura 41. El tratamiento con BBG modifica el procesamiento proteolítico de APP 
en los ratones J20. (A) Las barras representan la media ± SEM de los niveles de C83, 
normalizados frente a la APP total, en el hipocampo de ratones wild type tratados con 
PBS o BBG (n = 7 ratones por grupo). (B-D) Cuantificación de los niveles de CTF C83 
(B) y CTF C99 (D), normalizados frente a la APP total, en el hipocampo de ratones J20 
tratados con PBS o BBG (n = 7 por grupo). En (C) se muestran los valores del cociente 























































Curiosamente, esta alteración no se vio reflejada en el ARNm (Figuras 42 
A y B) ni en los niveles de proteína (Figuras 42 C-F), tanto de la proteína APP 
exógena humana, como de la endógena murina, que se mantuvieron sin cambios.  
 
Figura 42. El tratamiento con BBG no modifica la expresión de APP en los ratones 
J20 o wild type. (A y B) Las barras representan la media ± SEM de los niveles de 
ARNm, normalizados con respecto a β-actina, de la APP humana (hAPP) (A) o de ratón 
(mAPP) (B) en el hipocampo de ratones J20 o wild type tratados con PBS o BBG (n = 
7 ratones por grupo). (C-F) Western blots e histogramas mostrando los niveles de las 
proteínas mAPP y hAPPm, detectadas con el anticuerpo 22C11, en el hipocampo de 
ratones wild type (C y D) o J20 (E y F) tratados con PBS o BBG (n = 7 por grupo). En 
todos los casos se usó α-tubulina como control de carga y los niveles de las proteínas 
mAPP y hAPP aparecen normalizados con respecto a los de α-tubulina. Abreviaturas: 

























































































De acuerdo con estos resultados, se observó una clara reducción en el 
número y el tamaño de las placas amiloides mediante análisis inmunohistoquímico 
del hipocampo de ratones J20 tratados con BBG (Figuras 43 A-D).  
 
Figura 43. El tratamiento con BBG reduce el número de placas amiloides en el 
hipocampo de los ratones J20. (A y B) Tinción con tioflavina-T de las placas Aβ en 
secciones de hipocampo de ratones J20 tratados con PBS (A) o BBG (B). Los insertos 
muestran la magnificación 2x de las áreas identificadas en (A) y (B). Las líneas 
discontinuas representan las capas nucleares del hipocampo. Barra de escala, 500 μm (A 
y B) y 50 μm (insertos). (C y D) Inmunomarcaje con el anticuerpo anti-Aβ WO2 en 
secciones de hipocampo de ratones J20 tratados con PBS (C) o BBG (D). Barra de escala, 
500 μm. Los insertos muestran la magnificación 2x de las áreas identificadas en (C) y (D). 
Barra de escala, 50 μm. Abreviaturas: DG, giro dentado. 
 
La reducción significativa en el número de placas Aβ fue confirmada 
mediante la cuantificación de los agregados amiloides teñidos con tioflavina-T o 
marcados con anticuerpos anti-Aβ (2.55 ± 0.54 placas amiloides por sección en 
ratones J20 tratados con BBG frente a 6.76 ± 1.11 en los ratones tratados con 
vehículo, Figura 44A). Además, se observó una reducción significativa en el 
tamaño de las placas amiloides restantes en el hipocampo de los ratones J20 
tratados con BBG (1047 ± 93.75 µm2 de superficie promedio de placa en ratones 























































Figura 44. Cuantificación del número y tamaño de las placas amiloides en ratones 
J20 tratados con BBG o solución vehículo. (A) Las barras representan la media ± 
SEM del número de placas amiloides por sección en el hipocampo de ratones J20 
tratados con PBS o BBG. (B) El histograma muestra la media ± SEM del tamaño de las 
placas en el hipocampo de ratones J20 tratados con PBS o BBG. Se analizaron 16 









































































En esta Tesis Doctoral se han presentado resultados que demuestran el 
papel de los receptores purinérgicos en el procesamiento de la proteína 
precursora de amiloide APP, regulando la actividad de la α-secretasa y por tanto 
el procesamiento no amiloidogénico de la APP.  
Los estudios realizados en células N2a han demostrado que estas células 
poseen dos tipos de receptores P2, con efectos opuestos en la regulación de la 
actividad α-secretasa. La activación del receptor P2X7 provoca una reducción en 
la actividad de la α-secretasa, mientras que la activación del receptor P2Y2 
conduciría a un aumento en la actividad de dicho enzima. 
Consecuentemente con estos resultados, la inhibición farmacológica del 
receptor P2X7, tanto nativo (células N2a) como expresado exógenamente (células 
HEK), incrementa la actividad α-secretasa, aumentando de esta manera el 
producto del procesamiento no amiloidogénico de la APP. Efecto que parece estar 
mediado a través de la fosforilación, y consecuente inhibición, de la glucogéno 
sintasa quinasa 3 (GSK-3). 
Por otro lado, en un modelo animal de la enfermedad de Alzheimer (ratones 
J20), se observó que la inhibición del receptor P2X7 aumentaba la actividad 
α-secretasa, mediante el cambio en el estado de fosforilación de GSK-3. Además, 
la administración in vivo de un antagonista P2X7 (BBG), indujo una disminución 
significativa en el número y tamaño de las placas amiloides que se desarrollan con 
la edad en el hipocampo de estos ratones. 
 
1. CARACTERIZACIÓN DE DOS RECEPTORES P2 
FUNCIONALES RESPONSABLES DE LA REGULACIÓN DE LA 
ACTIVIDAD α-SECRETASA EN CÉLULAS Neuro-2a. 
La identificación y caracterización de receptores capaces de modular el 
procesamiento de la APP es una meta importante, que podría abrir nuevas 
perspectivas para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (AD). Las 
secretasas amiloidogénicas, la β-secretasa (BACE1) y la γ-secretasa, cuya acción 





dianas obvias para el tratamiento terapéutico de AD. Así, el desarrollo de 
inhibidores de estos enzimas, y su uso clínico, ha sido el foco de atención de 
numerosos trabajos de investigación. Sin embargo, hay que tener en cuenta que, 
además de tener como sustrato la APP, estas secretasas son también las 
responsables del procesamiento proteolítico de otras proteínas de membrana 
fisiológicamente relevantes, de manera que el bloqueo en la actividad de BACE1 
y de la γ-secretasa conlleva numerosos e importantes efectos secundarios, que 
han restringido el uso terapéutico de los inhibidores de estos enzimas en el 
tratamiento de AD (Panza et al., 2011; Crump et al., 2013; Yan y Vassar, 2014). 
La modulación de la actividad de la α-secretasa, promoviendo el procesamiento 
no amiloidógenico de la APP y la consecuente reducción de la amiloidosis 
cerebral, podría constituir una estrategia alternativa para el tratamiento terapéutico 
del Alzheimer (Bandyopadhyay et al., 2007). 
Ya se ha descrito anteriormente en la bibliografía que la activación del 
receptor P2Y2 aumenta el procesamiento de APP dependiente de α-secretasa en 
células de astrocitoma (Camden et al., 2005). En neuronas corticales en cultivo, 
citoquinas inflamatorias, como la IL-1β, promueven la expresión funcional del 
receptor P2Y2, cuya activación estimula el procesamiento no amiloidogénico de la 
APP (Kong et al., 2009). La pérdida del receptor P2Y2 acelera la progresión de la 
enfermedad y la aparición de un fenotipo AD en un ratón transgénico (TgCRND8) 
modelo de Alzheimer (Ajit et al., 2014). De manera similar, se ha observado una 
expresión reducida del receptor P2Y2 en muestras post-mortem del cerebro de 
pacientes de AD, comparados con controles normales, lo que sugiere que la 
pérdida de la expresión del receptor P2Y2 en humanos se correlaciona con el 
fenotipo AD (Lai et al., 2008). Todos estos resultados han llevado a proponer un 
papel neuroprotector de los receptores P2Y2 en la enfermedad de Alzheimer 
(Erb et al., 2015). Nuestros resultados en las células N2a, que muestran que los 
agonistas del receptor P2Y2 son capaces de incrementar significativamente el 
producto del procesamiento no amiloidogénico de la APP, confirman el efecto 
estimulatorio de los receptores P2Y2 sobre la actividad α-secretasa y apoyan un 
papel putativo de estos receptores en la enfermedad de Alzheimer.  




También hemos demostrado que la estimulación del receptor P2X7 
conduce a una reducción en la actividad α-secretasa en las células N2a. Varias 
líneas de evidencia demuestran que la inhibición de α-secretasa inducida por 
BzATP depende específicamente del receptor P2X7, ya que tanto el bloqueo 
farmacológico de dicho receptor como la inhibición de su síntesis, mediante RNA 
de interferencia, previnieron completamente el efecto inhibitorio del BzATP sobre 
la actividad α-secretasa.  
En un interesante trabajo, Delarasse et al (2011) describen un efecto 
opuesto del receptor P2X7 sobre la actividad α-secretasa, conduciendo la 
activación de P2X7, en este caso, a incrementos en la actividad del enzima 
proteolítico. Sin embargo, es relevante señalar que estos autores analizaron la 
modulación de la actividad α-secretasa por la activación de P2X7 en células N2a 
que sobreexpresan la proteína APP clonada de neuroblastoma humano SHSY5Y. 
Por el contrario, en los resultados presentados en esta Tesis Doctoral, se ha 
analizado el efecto del P2X7 sobre el procesamiento de la APP endógena, que se 
expresa de manera constitutiva en las células N2a, lo que representa una situación 
mucho más fisiológica. Además, en el trabajo previamente mencionado 
(Delarasse et al., 2011) los autores estimularon las células con concentraciones 
elevadas de BzATP, en un rango mmol/L, por lo que no se puede descartar la 
implicación de otros receptores P2, como el P2Y2, que puede ser activado con 
altas concentraciones de BzATP (Wildman et al., 2003). En este sentido cabe 
destacar que hemos descrito un efecto bifásico del BzATP en las células N2a, en 
el que a bajas concentraciones del agonista se activa un receptor P2X7 y a 
concentraciones elevadas resulta activado también un receptor P2Y2. En nuestro 
modelo, únicamente se observan efectos atribuibles a la activación selectiva de 
un receptor P2X7 a concentraciones de BzATP 10 veces inferiores a las 
empleadas por Delarasse et al. Además, los datos obtenidos en nuestro estudio 
sobre la administración in vivo de BBG, resultante en el desplazamiento del 
balance del procesamiento proteolítico del APP hacia la vía no amiloidogénica y 
en el descenso en el número de placas amiloides, corrobora fuertemente nuestros 
hallazgos en los modelos celulares. Un efecto neuroprotector del bloqueo del 





literatura (Ryu et al., 2008). La activación de P2X7 induce la liberación de 
mediadores pro-inflamatorios de macrófagos y microglía (Parvathenani et al., 
2003; Rampe et al., 2004) y el efecto neuroprotector de los antagonistas del 
receptor P2X7 ha sido asociado con una reducción en los niveles de dichas 
moléculas inflamatorias. Nuestros resultados sugieren que el bloqueo del receptor 
P2X7 también puede resultar beneficioso al aumentar el procesamiento no-
amiloidogénico de la APP, dando lugar así a una reducción en la generación del 
péptido Aβ neurotóxico. 
En resumen, este estudio proporciona la primera evidencia de que el 
procesamiento no amiloidogénico del APP puede ser regulado por dos receptores 
de nucleótidos con efectos opuestos sobre la actividad α-secretasa. Debido a que 
tanto P2X7 como P2Y2 están ampliamente expresados en el cerebro, este 
hallazgo puede abrir nuevas y estimulantes perspectivas en el tratamiento 
terapéutico del Alzheimer. Por ejemplo, el tratamiento con bloqueantes del 
receptor P2X7 y/o activadores del receptor P2Y2 podría tener efectos beneficiosos, 
al estimular la actividad α-secretasa, favoreciendo el procesamiento no 
amiloidogénico de la APP y contribuyendo así a reducir los depósitos amiloides. 
 
2. EL ANTAGONISMO DEL RECEPTOR P2X7 INCREMENTA LA 
ACTIVIDAD α-SECRETASA A TRAVÉS DE GSK-3. 
Respecto al receptor P2Y2, no hay, hasta la fecha, agonistas o 
antagonistas selectivos con buenos parámetros farmacocinéticos para su 
administración in vivo. La disponibilidad de ligandos del receptor P2X7 para 
estudios in vivo es ligeramente mejor, ya que, por ejemplo, el antagonista BBG ha 
demostrado ser capaz de infiltrarse en el parénquima cerebral. Se han descrito los 
efectos beneficiosos del tratamiento con este antagonista P2X7, que mejora la 
sintomatología en ratones modelo de la enfermedad de Huntington (Diaz-
Hernandez et al., 2009) y reduce la duración de las crisis epilépticas en ratones a 
los que se les indujo el estatus epiléptico mediante la administración intra-
amígdala de kainato (Engel et al., 2012). Recientemente, el BBG también ha 




demostrado ser capaz de reducir el déficit cognitivo en un modelo animal de la 
enfermedad de Alzheimer (Chen et al., 2014).  
A la vista de estas evidencias, decidimos analizar el efecto que el bloqueo 
del receptor P2X7 pudiera ejercer sobre la actividad α-secretasa, con vistas a una 
posible utilización de antagonistas de este receptor en ensayos in vivo de la 
generación de depósitos amiloides en los ratones J20 modelo de Alzheimer.  
Por otra parte, diversos grupos han descrito que la inhibición farmacológica 
de GSK-3 disminuye la acumulación del péptido Aβ tanto in vitro (Phiel et al., 2003; 
Su et al., 2004) como in vivo (Su et al., 2004; Rockenstein et al., 2007), lo que ha 
estimulado la búsqueda de inhibidores potentes y selectivos de este enzima para 
el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Además, los elevados niveles de la 
forma activa de GSK-3 detectados en los estadios iniciales en diferentes modelos 
de la enfermedad de Alzheimer familiar (Hernandez y Avila, 2008), espolearon 
esta búsqueda. Sin embargo, otros estudios han mostrado que un bloqueo 
sostenido de GSK-3, mediante el uso de herramientas farmacológicas (Hu et al., 
2009) o aproximaciones transgénicas (Gomez-Sintes et al., 2007) causa 
disfunción motora. Una posible explicación a estos datos contradictorios podría 
encontrarse en el papel crítico que GSK-3 juega en la fisiología de las neuronas, 
apuntando a una actividad basal de GSK-3 como un requerimiento necesario para 
la viabilidad neuronal. De acuerdo con esta idea, se ha propuesto como nueva 
estrategia terapéutica el desarrollo de compuestos que modulasen negativamente, 
pero no aboliesen completamente, la actividad GSK-3 en las áreas del cerebro 
más afectadas en la enfermedad de Alzheimer (Hu, S. et al., 2009). 
Se ha descrito que la actividad de GSK-3 en neuronas de hipocampo, uno 
de los tipos celulares más afectados en la enfermedad de Alzheimer, está regulada 
por el receptor purinérgico P2X7 (Diaz-Hernandez et al., 2008). Además, en el 
cerebro de pacientes de Alzheimer, se ha encontrado que las neuronas 
degeneradas muestran mayores niveles de calcio intracelular e incrementos en la 
actividad de enzimas Ca2+-dependientes, lo que estimula la producción del péptido 
Aβ (para una revisión ver Green y LaFerla, 2008). Estos datos resultan relevantes 





concentración intracelular de calcio, la subsecuente activación de la 
calcio/calmodulina quinasa II y, por último, la activación de GSK-3, a través de la 
activación del receptor P2X7 (Leon et al., 2006). A la vista de todas estas 
evidencias, decidimos analizar también si el efecto del receptor P2X7 sobre la 
actividad α-secretasa, pudiera estar mediado a través de la modulación de la 
actividad de GSK-3. 
Los ensayos farmacológicos en células N2a demostraron que la actividad 
α-secretasa se incrementaba significativamente tras el bloqueo, mediante el uso 
de antagonistas, del receptor P2X7, observándose en paralelo un aumento en la 
fosforilación de GSK-3 que conduce a una reducción en la actividad de este 
enzima. La inhibición directa de GSK-3, mediante el uso del inhibidor específico 
SB216763, incrementa el producto del procesamiento no amiloidogénico de la 
APP, indicando que la actividad α-secretasa está modulada por GSK-3. Por otra 
parte, el efecto de los antagonistas del receptor P2X7 sobre la actividad α-
secretasa está mediado a través de la fosforilación e inhibición de GSK-3, ya que 
dicho efecto se revierte cuando las células se transfectan con una forma mutada 
de este enzima que no puede ser inhibida por fosforilación. 
La regulación de la actividad α-secretasa mediada por el receptor P2X7, 
vía GSK-3, fue corroborada en células HEK transfectadas con dicho receptor.  
 
3. EFECTO DE LA INHIBICIÓN DE P2X7 SOBRE LAS PLACAS 
AMILOIDES EN CEREBRO. 
Dado el pronto desarrollo de placas amiloides que tiene lugar en el 
hipocampo y la corteza cerebral de los ratones J20, estos ratones constituyen un 
modelo valioso para el estudio de los eventos tempranos en la enfermedad de 
Alzheimer familiar (FAD) (Mucke et al., 2000). Cuando se analiza la actividad GSK-
3 por western blot, midiendo el cociente entre GSK-3 fosforilada en Ser9 y los 
niveles totales del enzima, se observa una hipofosforilación constitutiva de GSK-
3 en el hipocampo de los ratones J20, comparados con sus hermanos de camada 
control (wild type). La hipofosforilación de GSK-3 detectada en estos ratones, 
sugiere que GSK-3 hiperactivada puede contribuir a desencadenar eventos 




tempranos en FAD. La inhibición in vivo, sostenida en el tiempo, del receptor 
P2X7, mediante el uso del antagonista BBG, previno la formación de placas 
amiloides en el hipocampo de los ratones J20. El incremento en los niveles de 
GSK-3 fosforilada, observado en neuronas piramidales CA1 y CA3 y en terminales 
que inervan las neuronas piramidales CA3, junto con la producción aumentada del 
fragmento no amiloidogénico de la APP, en los ratones J20 tratados con BBG, 
confirman que la administración in vivo de un inhibidor de P2X7 potencia la 
actividad α-secretasa a través de GSK-3. Finalmente, el hecho de que la inhibición 
del receptor P2X7 favorece la producción del fragmento no-amiloidogénico de la 
APP, indica que la reducción en el número y tamaño de las placas Aβ por el 
tratamiento con BBG no se debe a la acción directa de este compuesto sobre las 
fibras amiloides, como ha sido descrito anteriormente para el colorante rojo Congo 
(Lorenzo y Yankner, 1994; Sánchez et al., 2003). 
La acumulación de células de microglía alrededor de las placas amiloides 
(Christie et al., 1996; Stalder et al., 1999) y la expresión incrementada de 
mediadores inflamatorios en la enfermedad de Alzheimer (McGeer and McGeer, 
1996), ha sido ampliamente descrita en la bibliografía. Trabajos más recientes 
sugieren también que GSK-3 puede actuar como un mediador crucial en las 
acciones inflamatorias de la microglia (Yuskaitis and Jope, 2009). Estudios 
realizados en un modelo de ratón de FAD indican que, en estadios avanzados de 
la enfermedad, la expresión del receptor P2X7 se encuentra específicamente 
aumentada en la microglía que rodea las placas amiloides (Parvathenani et al., 
2003). Por otra parte, se ha visto que el aumento en la expresión del receptor 
P2X7 en microglía es dependiente de la edad y va en paralelo con el desarrollo 
de placas Aβ (Lee et al., 2011). Asimismo, otros autores han descrito que el ATP 
liberado tras la administración intrahipocampal aguda de Aβ induce la activación 
microglial, actuando a través del receptor P2X7 (Sanz et al., 2009). Además, tanto 
la expresión aumentada de receptores P2X7, como la gliosis y las filtraciones en 
la barrera hemato-encefálica, inducidas por la inyección directa de Aβ42 en el 
hipocampo de ratas, se previenen mediante el pretratamiento con BBG (Ryu and 





la posibilidad de que los efectos beneficiosos del tratamiento con BBG en los 
ratones J20 pudiesen ser debidos, al menos en parte, a una atenuación de la 
gliosis y la respuesta inflamatoria (Takenouchi et al., 2010). Si bien el tratamiento 
con BBG disminuye la liberación de IL-1β en el hipocampo de los ratones J20, no 
hay evidencias de un efecto beneficioso de este agonista que pueda ser atribuible 
a una reducción de los eventos inflamatorios. A los 6-8 meses de edad los modelos 
de ratón de FAD no muestran un componente neuroinflamatorio severo e incluso 
en la fase pre-placa, que es precisamente en el momento en el que comenzamos 
nuestro tratamiento, las células microgliales sólo muestran una morfología 
activada intermedia (Ferretti et al., 2011). En concordancia con esta hipótesis, el 
bloqueo del receptor P2X7 no produjo cambios ni en el número de células 
microgliales, ni en su morfología celular, en el hipocampo de los ratones J20 
tratados con BBG.  
Los datos aquí presentados demuestran por primera vez que la inhibición 
in vivo del receptor P2X7 reduce significativamente la formación de placas 
amiloides en un modelo de ratón de FAD mediante un mecanismo dependiente de 
la actividad de α-secretasa y GSK-3. Además, los efectos eficientes y 
aparentemente no tóxicos de un tratamiento prolongado con BBG sugieren que la 
inhibición del receptor P2X7 podría constituir un enfoque terapéutico apropiado 
para prevenir los depósitos de amiloide en FAD, previniendo, de esta manera, la 












1. La estimulación de las células N2a con el agonista purinérgico BzATP produce 
un efecto bifásico sobre la actividad α-secretasa. Bajas concentraciones de 
BzATP inhiben la actividad α-secretasa en estas células, mientras que 
concentraciones más elevadas del agonista incrementan la actividad del 
enzima. Estudios farmacológicos han mostrado que ambos efectos están 
mediados a través de receptores diferentes. 
 
2. Las células N2a expresan receptores P2Y2, cuya activación con el agonista 
específico Up4U estimula la actividad α-secretasa. El incremento de la actividad 
α-secretasa inducido por BzATP muestra un perfil de inhibición que es 
compatible con la activación de un receptor P2Y2. 
 
3. El efecto inhibitorio del BzATP sobre la actividad α-secretasa está mediado por 
un receptor P2X7, ya que tanto el bloqueo farmacológico, como la reducción 
de la expresión de dicho receptor, previenen este efecto. 
 
4. La inhibición farmacológica del receptor P2X7 induce un incremento en la 
actividad α-secretasa en las células N2a, favoreciendo así el procesamiento no 
amiloidogénico de la APP. Este efecto está mediado a través de la fosforilación 
e inhibición de GSK-3.  
La regulación de la actividad α-secretasa por el receptor P2X7, vía GSK-3, fue 
corroborada en células HEK en las que se expresó heterólogamente este 
receptor. 
 
5. La administración in vivo del antagonista selectivo del receptor P2X7, BBG, 
induce la fosforilación de GSK3 y previene la formación de placas amiloides en 
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